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Wirksammacliung von Antibiotika 



Die Aktivitat von Antibiotika ward durch Verbindungen wirk- 
.earn gemacht, welche die Biosynthese des Transportmechanis-* 
muo stimulieren, der den Eintritt des Antibiotikums in die 
Zelle vermittelt. Yerfahren zur Auffindung derartiger Ver- 
bindungen und zu ihrer Verwendung zur Wirksammachung der 
antibiotischen Aktivitat sind vorgesehen. So werden* Phos- 
phoiiomycin, dessen Analoge und Derivate durch Verbindungen 
wirksam.gemacht, die das a-Glycerinphosphat- oder das Hexo- 
se-6-pho8phat-Transportsystem von Bakterien direkt oder ' 
ncich dem Stof fwechsel auslosen konnen. 

• » 

Die/Beeeitigung bnkterieller Infektionen durch die Anti- 
biobikatherapie wird haufig duirch prakticche Schvderigkei- 
ten hincichtljuch der Erzielung ausreichend hoher Werte ded 
Anbibiotikuma an der Stelle der Infektion durchkreuzt. In 
den Fallen, da lediglich am Rande wirksame Konzentrationen 
angewendet werden, ergeben aich haufig gegen Antibiotika 
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beatandage Organismen aua dem urspriinglichen, infizierenden 
Beatand. BLeaea Problem iat im Pall dea neuen Antibiotikuma 
Phosphonomycin-£-)-(cie-1 ^-EpoxypropyO-pbosphomiaurc/ 
weaentlich, da ea raacb auageachieden wird und aeiner Wir- 
kung durcb iiblicbe Beatandteile dea Plaamaa und Urins, z . B 
Glucoae bzw. Phoaphat, entgegengewirkt wird. Perner wurde 
festgestellt, daaa daa Antibiotikum gelegentlicb gegenuber 
den vorher vorliegenden Mutanten, die gegenuber dieaem Anti- ' 
biotikum relativ bestandig aind und in-vielen bakteriellen 
Beatanden auftreten, unwirkaam i st . Demzufolge wurde nacb 
Verfabren zur Beaeitigung dieaer Scbwierigkeiten bei der 
antibiotiachen Therapie geaucht. 

» 

« • 

Eine Aufgabe der Erfindung beatebt in einem Verfabren zur 
Steigerung der Empfindlichkeit von Mikroorganiemen gegenuber 
Antibiotika, urn. eine Tberapie bei Gewebawerten zu ermogli- 
chen, die bei angemeaaener Doaierung erhaltlich aind. Eine 
andere Aufgabe beatebt darin, daa Auftreten von reaistenten 
Bakterienorganiamen wahrend der antibiotiacben Iherapie zu 
verhindem. Pemer liefert die Erfindung ein Verfabren zur 
Erteilung von Empfindlichkeit an Bakterienbeatande, die 
aonat entweder durcb friihere Eriangung von Beatandigkeit 
gegenuber dem Antibiotikum oder durch innere Unempfindlich- 
keit gegenuber dem Antibiotikum nicbt zu benandeln aind. 
Eine weitere Aufgabe beatebt in einem Verfabren, unter An- 
wendung geeigneter AualBaer zur Hervorbringung neuer Wege 
und/oder zur Steigerung der Wirkaamkeit bereita vorliegender 
Wege zur Aufnahme von Antibiotika durch Verwendung geeigneter 
Aualoaer oder Induziermittel. Perner aollen nacb dem erfin- 
dungagemaaaen Verfabren Verbindungen ermittelt werden, die 'ala 
induziermittel wirken, velche biaber unerwartete Wege zur 
Aufnahme von Antibiotika durch Bakterien erachliesaen. Pemer 
beateht eine Aufgabe in einem Verfabren zur Steigerung dea 
a-Glycerinphoaphat-Tranaportvega, der fur die Aufnahme von 
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Antibiotika verantwortlich ist und zur Erschliessung des 
Glucose-6-phosphat-Oiransportweges. Wei t ere Aufgaben ergeben 
sich aus der nachfolgenden Erfindungsbeschreibung. 

* 

Gemass der Erfindung wurde gefunden, dase die Aktivitat von 
Antibiotika- in hohem Masse durch Verbindungen wirkcam ge- 
macht werden kann, die dahingehend wirken, dass ein bes.te- 
hender Weg gefordert wird Oder neue Transportwege bei Bak- 
terien erschlossen werden. Verbindungen, welche die Aktivi- 
. tat des a-Glycerinphosphat-Transportsystems steigern oder 
de novo ein Hexose-phosphatsystem in Bakterienhervorruf en, 
konnen somit entweder vor der Behandlung mit einem Antibio- 
tikum Oder gleichzeitig mit einem Antibiotikua zur Virksam- 
machung dessen Aktivitat verwendet werden. Beispielsweisc 
werden Mikroorganismen, welche kein Zeichen von janpfindlich- 
keit gegenuber* einem speziellen Antibiotilom ^iVweder auf 
Grund der Abwesenheit eines Transportweges Oder weil ledig- 
lich ein geringes Ausmass an geeigneten Transportwegen vor- 
honden ist, gegeniiber dem Antibiotikum durch Aussetzung 
gegeniiber Induziermitteln empfindlich gemacht werden, urn 
einen geeigneten Weg herbeizufuhren oder eine Steigerung des 
bestehenden Weges hervorzubringen. Mit dem hier verwendeten 
Auodruck "Induziermittel" wird eine verwendete Verbindung be- 
zeichnet,. die entweder direkt oder Jiach Stoffwechsel durch 
Wirt oder Bakterium mit dem regulierenden Mechanismus der 
Zelle zusammenwirkt , der die Biosynthese spezifischer Trans- 
portwege regelt. In solchen Fallen, wo weniger als die maxi- 
malen Synthesegeschwindigkeiten des aufnahmefahigen Trans- 
portsystems vor Einfuhrung. des Induzierungsmittels in das 
Medium auftreten, wird letzteres als die Synthesegeschwindig- 
keit steigernd und somit die Aktivitat je Zelle des Trans- 
portsystems erhohend bezeichnet. In solchen Fallen, wo die 
Synthesegeschwindiskeit einer epeziellen Klasse in Abweaen- 
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heit von Induzierungsmitteln praktisch Null is,t, wcrden dieso 
Verbindungen ale das latente Potential der Zelle unter Erzeu- 
gung des Transportweges erschliessend bezeichnet. Das Indu- 
ziermittel muss nicht, ist jedoch haufig ein Substrat fiir 
eine der Gruppe von Proteinen, die es steigert Oder er- 
schliesst. 

♦ 

Gemass einer speziellen Ausfuhrungsform der Erfindung wurde . 
gefunden, dass bestimmte Verbindungen als Induziermittel nit 
Bakterien entweder vor oder gleichzeitig. mit Phosphonomycin , 
dessen Analogen und Derivaten wirkt und dadurch die Aktivi- 
tat dieser antiobiotischen Substanzen wirksam macht. Diese 
•Verbindungen, die als Induziermittel wirken, erhohon entweder 
die Wirksamkeit des a-Glycerinphosphat-Transportweges oder 
erschliessen einen neuen Transportweg, z. B. ein Hexose- 
phosphat-Transport system. Auf Grund der Wirksamkeit dieser 
Induziermittel fur diese Transportsysteme wurde gefunden, dass 
auf diese Veise angeregte Organismen hohere Werte an Phospho- 
nomycin ansammeln und somit durch relativ geringe Dosierun- 
gcn des Antibiotikums getotet werden. Organismen," die kein 
Zeichen von Empfindlichkeit gegeniiber Phosphonomycin entweder ' 
auf Grund geringer Mengen an vorliegendem a-Glycerinphosphat- ' 
Syctem oder desaen Abwesenheit in dem Organismus" els Ergeb- 
nis einer Mutation zu. Phosphonomycin Besistenz zci G en, wer- 
den gegenuber diesem Antibiotikum durch Erschliossuhg des 
zwciten Hexose-phosphat-Transportweges empfindlich geraacht. ' • 
Ein anderer Vorteil' der Erfindung best eht darin, dros der- . 
artigc Organismen, die zwei oder mehr unabhangige Transport- 
systeme besitzen, ein geringeres Auftreten an antibioti sober 
Reeistenz zeigen, da der -gleichzeitige Verlust durch Mutation 
zweier Wege bei Mikro6rganismen selten ist. Es sind aucb 
Verfahren zur Auffindung von Verbindungen vorgesehcn, die 
als Induziermittel fiir diese und andere Transportsysteme, 
welche Zugang zu Phosphonomycin-Antibiotika zu den Zellen 
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herbeifuhren, wirken konnen. Pemer wird die Auslonung eines 
dritten Phosphonomycin-Transportweges durch Kiboflavinw5- 
phosphat dargetan. Es sei betont, dass die hier becchriebe- 
nen Induziermittel keine Antibiotika oder Antimetabolite 
sind, sondem die Biosynthese naturlicher Nahrstoff-Trans- 
portmechanismen stimuli eren, welche den Eintritt in die 
Zelle des Phosphonomycin-Antibiotikums vermitteln. Dieses 
Phanomen gilt einzig fur die Phosphonomycin-Antibiotika, 
da festgestellt wurde, dass auf diese Weise induzierte 
Bnkterienstamme keine Steigerung hinsichtlich der Empfind- 
lichkeit gegenuber anderen getesteten Antibiotika zeigen. 
Eine wichtige, vorteilhafte Folgerung der Verwendung der 
'als Induziermittel dienenden Verbindungen besteht darin,. 
dass das Induziermittel nicht vorliegen muss, wenn die 
Transportsyateme den Eintritt des Antibiotikums in das Bak- 
terium Vermitteln. Somit konnen Induziermittel, welche dem 
Transport des Phosphonomycin-Antibiotikums, wenn sie gleich- 
zeitig mit diesem Antibiotikum vorliegen, in Xonkurrenz mit 
den Transportproteinen entgegenwirken konnen, gut vor der 
Verabreichung des Antibiotikums zugegeben werden, wobei 
Gelegenheit gegeben wird, sich in dem Wirt zu verteilen. 
Perner erfordert das erfindungsgemasse . Verf ahren im Gegen- " 
satz zu der iiblichen Synergie durch Verabreichung von zwei 
Antibiotika nicht, dass. der Blutspiegel und die Ausschei- 
dungsgeschwindigkeit von zwei oder mehr Bestandteilen auf- 
einander abgestimmt sind. Daher ist die bisher angetroffene 
Schwierigkeit von sich tatsachlich ergebenden wirkcamen 
Vorten von zwei verschiedenen synergistisch wirkenden Arz- 
neimitteln auf Grund der vorliegenden Erfindung aucgeschal- 
tot, da die verwendeten Induziermittel lediglich das Bakte- 
rium induzieren mtissen und dann verschwinden; die erzeugten 
Transportproteine bleiben und liefern dadurch ein Eintritts- 
mittel des Antibiotikums in die Bakterienzelle. 
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Gemaes einer anderen Ausfuhrungsform der J2r£Lndun C wurde nun 
gefunden, dass bestimmte mehrwertige Alkohole and deren Deri- 
vate als Induzieimittel entweder unter Steigerung der Akti- 
vitat dea a-Glycerinphosphat- Transport systems oder unter 

b-phosphat-Xransportsystens wirken 
und daher mit Phosphonomycin-Antibiotika hinsichtUch der 
Bekampfung derartiger Bakterien zusammenwirken. Somit wurde * 
gefunden, dass Glycerin, ein Phosphatid und Zuckerphosphate 
als Induziermittel geeignet sind. Zu erwahnende Zuckerphos- 
phate, welche bevorzugte Ausfiihrungsforaen der Erfindung dar- 
stellen, sind Glucose-6-phosphat, Fructose-6-phosphat, 
Mannose-6-phosphat, Glucose-1-phosphat, 2-Desozy-glucose- 
6-phosphat, 2-Amino-2-desoxy-gl U cose-6-phosphat, Glucose- 
1,6-diphosphat, Galactose-6-phospnat, KLbose-5-phosphat und 
dgl. Venn also empfiadliche Bakterien mit diesen. Zuckerphos- 
phaten entweder vor Oder gleichzeitig mit einem Phosphono- 
mycin-Antibiotikum in Beriihrung gebracht werden, machen diese 
Phosphate Oder ein davon abgeleiteter Metabolit die Aktivitat 
des Antibiotikums wirksam, und es ist dann moglich, geringere 
Mengen des Antibiotikums zu verwenden als sonst zur Bekamp- ' 
fung des Pathogens notwendig ware. Diese beobachtete Zusam- 
menwirkung bei der Induzierung eihes Hexose-6-phosphat- 
Transportsystems zur Virksammachung der Wirksamkeit des 
Phosphonomycin-Antibiotikums ist tatsachlich bemerkenswert 
und vollig unerwartet. Beispielsweise wurde bei Versuchen 
mit Mausen gegen E. coli gefunden, dass bei Verwendung einer 
K^ombination von Glucose-6-phosphat und dem Antibiotikum die 
zum Schutz der Halfte der Mause notwendige Dosis an Phospho- 
nomycin-Antibiotikum weniger als ein Zehntel der Menge be- 
tragt, die an Antibiotikum all ein erforderlich ist. 

» 

Anstelle der Verwendung eines Zuckerphosphats ist es auch 
moglich, Induziermittel in. situ durch Injektian geeignet er 
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Enzyme oder Substrate in den Wirt zu erzeugen. Beispielsweise 
kann die Hexokinase mikrobieller Herkunft, aus Hefe, tieri- 
echem Oder menschlichem Ursprung die in Gewebsfliissigkeiten 
angetroffene freie AEP und Glucose zur Erzeugung von Glucose- 
6*-phosphat yerwerten. Vorzugsweise wird meAsdhliche Hexo- 
kinase, Glycerokinase oder Glucokinase verwendet, urn mogliche 
Probleme der Antigenizitat hepabzusetzen. Es ist auch moglich 
die gleichzeitige Injektion 'eines geeigneten, -energierei- 
chen Phosphatdonators v wie beispielsweise Adenosin-5'-tri- 
phosphat oder Fhosphoenolpyruvat mit diesen Enzymen und die 
Einnahme oder Injektion geeigneter Zuckerakzeptoren, wie 
beispielsweise Fructose , Hannose, Glucosamin, die in ihrer 
. phosphorylierten Form Induziermittel der Transportsysteme 
sind, zu verwenden. Es konnen auch Gruppen von Enzymen ver- 
abreicht werden, die schliesslich die aufgefiihrten Induzier-' 
mittel, z. B. Glykogen-phosphorylase ergeben, die bei Ein- 
wirkung entveder aiif vom Wirt herstammendem oder injiziertem 
Glykogen zunachst Glucose-1-phosphat erzeugen, das durch 

■ 

Einwirkung der endogenen oder zugefugten Phosphoglucomutase 

■ 

in Glucose-6-phosphat uberfiihrt wird. Die Brauchbarkeit 

■ 

irgendeiner Koinbination von Enzymen und Substraten kann da- 

durch ermittelt werden (als eirie praktische Alterative 

gegeniiber dem direkten Test in infizierten lieren oder Men- 

schen), indem diese Substanzen tierischem oder menschlichem 

Plasma zugesetzt werden, bei Korpertemperatur wahrend ver- 

schiedener Zeitraume inkubiert werden und dann das Inkuba- 

tionsgemisch. (nach Inaktivi erung des Enzyais) # fiinsichtlich 

seiner Fahigkeit, phosphonomycinresistenten Hikroorganismen 
* 

gegenuber Phospbonomycin empfindlich. zu machen,zu testen. 

Ein derartiges, hochempfindliches Testsystem v:ird im fol- 

genden beschrieben. Ein Alternativsystem zur Untersuchung . 

von Enzymen bder Substraten oder Xbmbinationen von beiden, 

das hinsiclitlicb. der Erzeugung von Induziermitteln des 

WirksfJTnkei t 

Phosphonomycin-Transportes in situXBestent In der Injizie- 

» 
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rung dieser Substanzen in gesunde Tiere Oder Menschen und 
anschliessender Entnahme von Blutproben zur Prufung der Virk 
samkeit in dem im folgenden beschriebenen Testsystem. Bex 
der Untersuchung dieser Prob.en ist es wesentlich, zunachst 
die Blutzeljen zu entfernen und das Plasma durch Hitzc zu 
inaktivieren, um eamtliche Enzyme natiirlichen oder injizier- 
ten Ursprungs zu beseitigen, £Le Induziermittel auf der Test- 
platte selbst anstelle in dem injizierten Wirt erzeugen. 
Verfahren und Systeme zur Bestimmung und Klassifizierung von 
Induzierraitteln der beiden beriicksichtigten Wege des Phos- 
phonomycin-ELntritts in Bakterien (das a-Glycerinphosphat- 
Transportsystem und ein Hexose-6-phosphat-Transportsystem) 
. werden im einzelnen aufgefufcrt. Biese Verfahren urid Systeme 
kbnnen leicht zur Verwendung bei der Bestimmung weiterer, 
brauchbarer Induziermittel dieser und bisher nicht ermittel-* 
ter Transportwege verallgemeinert werden mit irgendeinem 
Bakterienstamm f der mit Phosphonomycin, dessen Analogen und 
Derivaten behandelt werden soil. Mese allgemeine Ilethode 
besteht in der Isolierung eines phosphonomycinresistenten 
Mutanten jatammsaue einem empfindlichen Beispiel des zu be- 
handelnden Stamms und in- der Feststellung, dass die Resi- 
st enz tatsachlich auf einem Versagen des Pbosphonomycins 
beruht, dao in adaquaten Mengen in die Zelle eindringen soil. 
Dieser Verlust an wildem Transport kann dadurch fer,tge- 
stollt werden, dass entweder der gleichzeitige Verlust der 
a-Glycerinphosphat-Stoffwechselkapazitat des Mutantenstam- 
mes nachgewiesen wird Oder ein verringertes 'Ausraasc an 
Phosphonomycin selbst in dies en Mutanten nachgewieren wird* 
wenn sie dem arzneimittelhaltigen Medium ausgesetzt werden. 
Diese Mutanten werden dann entweder. in cin flusciges Oder 
festes Medium gebracht, das wesentlich hbhere Phosphono- 
mycinmengen fenthalt als ein Medium* in dem der Auscangs- 
stamm iiberleben wurde, Jedoch eine solche Menge aufweist, 
die noch ein Wachstum des Mutantenetammes erlaubt. Unter 
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diesen Bedihgungen wird jedes beliebige Induktionsr,usmass . 
zusatzlicher Eindringwege fur Phosphonomycin als Inhibie- 

rung des Bakteriumwachstums jaiif Grund der hohen Antibio- 

» • 

tikumwerte, welche die Mutante umgeben, empfin'dlich ermit- 
telt. Die Induktion kann entweder durch Einschluos des po- 
tentiellen Induziermittels zusammen mit Phosphonomycin 
in empfindliche Scheiben oder durch Verteilung des Indu- 
ziennittels dur.ch den Agar oder das f liissige Medium erreicht 
werden. In solchen Fallen , wo zu erwarten ±at\ dass das 
Induziermittel selbst mit dem Arzneimittel zur Verwendung 
des neuen Eintrittsverfahrens konkurriert (z. B« im Pall 
eines a- Glycerophosphate selbst) , kann man aucji den Impf- 
stoff aus Mutanten-organismen dem Induziermittpl vor deren 
Kombination mit Phosphonomycin aussetzen, wobei dann das 
konkurrierende Induziermittel durch irgendeine Zelltrenn- 
technik (Filtration, Zentrif ugierung un^dgl.) ausgewaschen 
wird, und diese vorinduzierten Zellen mit Phosphonomycin in 
f lussigem Medium kombiniert werden konnen, Indem neue Ver- . 
binduiigen ermittelt worden sind, welche eine Wachstumsin- 
hibierung ergeben konnen, kann leicht nachgewiesen werden, 
ob die verwendete Verbindung selbst die Wachstumshemmung 
in Medien ergibt, welche kein zugesetztes Phosphonomycin 
en thai ten. 

* 

» 

•Dan Zusammenwirken der hier beachriebenen Induziermittel. 
mit dem Pho8phonomycin-.Antibiotikum liefert ein wertvolles 
Mittel zur Bekampfung und Beaeitigung von Bakterien, die ' 
aonst gegoniiber der Einwirkung einea Phoaphonomycin-Anti- 
biotikum8 redatent aind. E8 kann alao eine Kombination dea 
Induziermitteia und dea Antibiotikuma in einem geeigneten 
Trager, die nacb bekannten Verfahren hergestellt worden kann» 
zur Behandlung von Infektionen topiach ve'rwendet wtrden. 
Das Induziermittel und das Antibiotikum konnen auch paren- 
teral oder oral an einen infizierten tierischen oder mensch- 
# • 

» 
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lichen Wirt entweder getrennt Oder in Kombination in eineai 
geeigneten pharmazeatiachen Trager verabreicht word en, oder 
einenkann parenteral und das zweite kann oral veralireicht 
werden. Diese pharmazeutiachen Formen des Antibiotikums 
und/oder der induzierenden Verbindung konnen nach bekannten 
Verfahren unter Verwendung geeigneter pharmazeutischer 
fester oder fliissiger Verdunnungsmittel hergestellt werden. 
Die Massen konnen in Form von Tabletten, Piilvern, Granulaten, 
Xapeeln, Suspensionen, Losungen, ELixieren, Sirup en oder 
in anderen Dosierungsformen, die sich inabesondere lur die 
orale Verabreichung eignen, vorliegen. Die Masse kann auch 
in Form sterilisierter Losungen oder Suspension en zur paren- 
teral en Verabreichung vorliegen* In die sen Frodukten kann " 
der sterile Trager eine sterile Losung oder Suspension sein. 
Die das Antibiotikum. enthaltenden Zubereitungen konnen mit 
f eaten Verdiinnungsmitteln und/oder Tablettierhilfsmitteln, 
z. B. Maisstarke, Talk, Stearinsaur e , ftagnesiumstearat , 
Gummiarten und dgl. , vermischt werden. Die ublichen Einkap- 

m 

sellings- oder Tablettiermaterialien, welche zur Herstellung 
pharmazeutischer Produkte g e eigne t sind, konnen verwendet 
werden, so lange sie nicht mit dem Antibiotikum oder den 
induzierenden Verbindungen unvertraglich sind. Diese Do- 
si erungsformen konnen 25 bis 500 mg der aktiven Substanz 
en thai ten und konnen in Dosierungen verabreicht werden, die 
1 bis 6 mal je Tag gegeben werden, je iiach dem Alter und 
Zustand des Patienten, der Infektion und der Art der Ver- 
abreichung. 

Der hier verwendet e Ausdruck "Fho sphonomy cin-Antibio tikum n 
schliesst Phosphonomycin und des a en Derivate der Fornel 
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und die entsprechenden Analogen der Pormel 

a! 'f; 

GEL, — C P:< (II) 

ein, worin A Vasserstoff Oder einen niederen Alkylreet, X 
Sauerstoff odor Schwefel, X und Z, die gleich Oder ver- 
schieden sein konnen, die Reste 

OH, OR, -H^Bg, -HR-CH-COOH, -HROR, -HRTO^Bg, ^BR-N-CR^Rg, 

NR X .X . 

-NB-C-NE^* -KBC-XK, HE-C-HB^, -N~C«X, oder -Nj bedeuten, 
worin X Sauerstoff oder Scliwefel, R ein Vassers toff atom, 
eine Kohlenvasserstoffgruppe oder substituierte Kohlenwas- 
serstoffgruppe und und Bg Vasserstoff, einen Acyl- oder 
einen Kohlenvasserstoffrest oder .substituierten Kohlenwas- 
serstoffrest darstellen. In die Fonaeln I und II sind 
gleichfalla die anorganischen und organiscljen Salze soldier 
Verbindungen eingeschlossen, in denen T und/oder Z eine 
OH-Gruppe darstellen, und die cycliscbten Derivate/in denen 
Y und Z fiber einen Rest einer polyfunktionellen Kohlenwas- 
serstoffverbindung verbunden sind, 2. B. einen geradkettigen 
oder verzweigtkettigen Alky 1 en- , Aralkylen- und Aryl en- 
poly amin- und Aminoalkoholrest und dgl-, z. B. iithylen- 
dinrain, Monoathanolamin , Phenyl endi ami n , Naphthalindiamin , 
o-Aminophenol und dgl., und solche cyclische Deri vat e, 
in denen die Gri^pierunj^B^Rg den Rest eines cyclischen 
primaren oder sekundaren* Amins bedeutet, z. B.' Morpholin, 
Piperidin oder I^yrrolidin. 

* 

Venn R, R- oder Rg in den Pormeln I und II einen Kohlenwas- 
serstoffrest oder einen substituierten Xohlenwasserstoff- 
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rest darstellen, kann dieser Best ein aliphatischcr, cyclo- 
aliphatisch'er, araliphatischer, aromatischer oder hetero- 
cycliacher Rest sein, der gegebenenfalls weiter substituiert 
sein kann. Somit kann er 'beispielsweise ein aliphatiacher 
Best sein, z. B. ein substituierter oder uneubstituierter - 
Alkyl-. Alkenyl- oder Alkinylrest. Beispiele fur B, B. und 
B 2 , die einen araliphatischen Best darstellen, sind solche 
Falle, in denen der Rest ein Aralkyl- oder substituierter 
Aralkylrest ist, beispielsweise Benzyl-, Phenathyl-, . 
Phenylpropyl- , p-Halogenbenzyl- und o- , m- oder p-Alkoxy- 
benzyl-, Nitrobenzyl-, Aminophenathyl- , Pyri dy lathy 1- , 
Mi tro furylm ethyl- f OMenylpropylrest und dgl. 

• » 

R, R^ und R 2 stellen auch einen Arylrest oder substituiert en 
Arylrest dar, z. B. Phenyl-, Naphthyl- oder substituierten 
Phenylrest* 

Gemass den vorstehenden Ausfiihrungen kann also die Amid- 
gruppe oder konnen die Amidgruppen von Verbindungen herge- 
leitet werden, die selbst antibakteriell sind. Als Beispiele 
fur derartige Verbindungen konnen 6-Aminopenicillansaure, 
7-Aminocephalosporansaure, Sulfa- Verbindungen, wie beispiels- 
weise Sulf anilamid , Siilfadiazin, Sulfamerizin, Sulfamethazin, 
Sulfadimetin, Sulf apyridin , Sulfathiazol, Sulfisoxazol, 
Thiodiozol, Sulfacetamid, Sulf aguani din , Sulfachinoxalin, 
und p-Aminophenylculfonamid und p-Aminobenzonsulfonsaure. 
antibiotische Mittel, wie beispielsweise Ampicillin, Strep- 
tomycin, Dihydrostreptomycin, Cycloserin, Cephaloglycin , 
Cephalixin und dgl., genannt werden. 

Solche Verbindungen der Formeln I und II, die sauer sind, 
d. h. die freien Saur en, konnen Salze bilden, und diese 
Salze stellen eine bevorzugte Ausfuhrungsfona der Erfindung 
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dar, da flie stabiler sind als die freie Saure. Wie sich dem 
Fachmann ergibt, bilden die Verbindungen der Formeln I und 
II, wo wenigstens einer der Reate Y und Z eine OH-Gruppe be- 
deutet, organische und anorganische Salze, und beide werden . 
b von der Erfindung in Betracht gezogen. Beispiele fur diese' 
Salze sind anorganische Metallsalze, z* B. die Natrium- 1 
Aluminium-, Kalium-, Ammonium-, Calcium-, Magnesium-',* Silber- 
und Eisensalze. Zu organischen Salzen, die als Beispiele 
erwahnt werden konnen, gehoren die Salze mit primaren, se- 
kundaren oder # tertiaren Aminen, beispielsweise Monoalkyl- • 
amine, Dialkylamine, Tri alky 1 amine und stickstpffhaltige 
heterbcyclische Amine. Typische Beispiele sind SalzeAiit 
Aminen, z. B. <x-Phenathylamin, Diathylamin, Chinin, Brucin, 
Lysin, Protamin, Arginin, Procain, Athanolamin , Morphin, 
Benzylamin, Ithylendiamin, N,N'-Dibenzylathylendiamin, Di- 
athanolamin, Piperazin, Dimethylaminoathanol , 2-Amino-2- 
methyl-1-propanol , Theophyllin , Ester der Aminosauren und 
N-Methylglucamin. Gegebenenf alls kann der basische Anteil - 
des Salzes ein biologisch-aktives Amin, z. B. Erythromycin, 
Oleandomycin oder Novobiocin, *sein. 

• 

Die Monoamid-mono ester-Deri vat e und insbesondere solehe 
Verbindungen, die einen labilen Estersubstituenten aufwei- 
sen, sind besonders wertyolle Derivate. Mit dem hier ver- 

* 

wendeten Ausdruck "labiler Ester" wird eine Gruppe. umfasst, 
die leicht biologisch-hydrolysiert werden kann, z. B. durch 
Enzyme in den Korperfliissigkeiten von lebewesen einschliess- . 
lich Menschen, urn die" freie Saure oder ein Salz davon zu 
erzeugen, das wirksamer als ein antibiotisches- Mittel ist. 
Die Amidgruppe Oder substituierte Amidgruppe, die in den 
Amidester-Derivaten vorliegen, konnen auch leicht in den 
Xorperf liis3igkei ten biologisch hydrolysiert werden, und da- 
her sind die Amid-labilen Ester-Deri vat e bei der Antibio- 
tikatherapie geeignet. 

» 
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Die Ester, die zur Verwendung als antibiotische Mittel aus- 
relchend labil aind, werden in einfacher Vcise experiment ell 
ermittelt, z. B. durch Inkubation mit Korperfliissickeiten, 
um festzustellen, ob unter dieaen Bedingungen die Ester- 
gruppe abgespalten wird oder nicht. Ee konnen auch andere 
Methoden, einschlieaolich chemiacher Testa, -verwendet wer- 
den, um f estzustellen, ob apezielle Eatergruppen ausrei- 
chend labil Bind. Die Eater, die nachweiabare antibiotische 
Aktivitat nach Erhitzen in einem wassrigen Medium vahrenxi 
2 Stunden bei 37° C und einem pH-Wert von 2,2 Oder in einem 
wassrigen Medium wahrend 80 Stunden bei pH 9 ergeben, konnen 
als labile Ester angesehen werden. Zu erwahnende geeignete 
labile Eatergruppen sind Xther der Formel -CHgOR, eine 
Phenacyloxymethylgruppe, Acyloxymethylgruppe der Formel 
-CILjOA, worin A eine Acylgruppe darstellt, die einen von 
einer organiachen Satire durch Entfernung der Hy droxy gr upp e 
hergeleiteten organiachen Beat aufweist, Amid- und substi- 
tuierte Amid-Derivate dieser Acyloxymethyl-Substituenten, 
Acylaminomethylgruppen der Formel -CHgMA, worin A die 
vorstehend fengegebene Bedeutuhg besitzt, Thiomethylither. 
der Pormel -CHgSH, eine Athinyloxygruppe der Formel 
-CI^OC-CH, substituierte Jtthinyloxygruppen der Pormel 
-CHgOCSCR, eine Vinyloxymethylgruppe der Pormel -CH 2 0CH«CH 2 , ' 
substituierte Vinyloxymethylgruppen der Pormeln -CII 2 0CH«CHR 
oder -CHgDCH-CfiB oder eine Nitrooxygruppe der Pormel 
-CHgONOp. H iat in jeder der vorstehend genannten Formeln 
ein Kohl enwassers toff rest oder einjtrorstehend definierter 
substituierter Kohl enwasserstoff rest. 

■ 

Als spezifische Beispiele derartiger labiler Estergruppen 
eei en folgende genannt: Methoxymethyl- , Tetrahydropyranyl- 
oxomethyl-, Fhenacyloxymethyl-,, Acetoaqrmethyl-, Butyryl- 
oxymethyl- , Ieobutyryloxym ethyl- , Pivaloyloxymethyl- , 
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Benzoyloxymethyl- , 2-Methylbenzoyloxymethyl- , 2, 6- Lime thy 1- 
benzoyloxymethyl- , 2-Methyl-6-chlorbenzoyloxymethyl- , 3- 
Trifluoromethylbenzoyloxymethyl- , 2-Nitrobenzoyloxymethyl- , 
2-Methylthiobenzoyloxymethyl- , 2-Ihienylcarbonyloxymethyl- , 
; 2-l?urylcnrbonyloxymethyl- , 3-Pyridylcarbonyloxymethyl- , 
Pyrazinylcarbonyloxymethyl- , 2-Methylcyclopentylcarbonyl- 
oxymothyl-, 1-Adamantylcarbonyloxymethyl- , Phenylsulfonyl- 
methyi- , Phosphonoxym ethyl- , Diathylphosphonoxymethyl- , 
Carbathoxyoxymethyl- , Carbamoyloxymethyl- , N-Methylcarba- 
m oyloxym ethyl- , NjN-Mmethylcarbamoyloxymethyl- , Phenyl- 
sulfamoyloxymethyl-, Acetaminomethyl- , Benzoyl&minomethyl- , 
Methylthiomethyl- , Phenylthiomethyl- , Vinyloxymethyl- , 
1-Methylvinyloxymethyl- und Nitrooxymethylgruppen. 

Die folgenden Beispiele erlfiutern. Ausfuhrungsformen der Er- 
findung. 

* 

Beispiel 1 

' V * 

■ 

Einfluss der Eombination von Glycerin Oder DL-a-Glycerin- 
phosphat mit Phoephonomycin auf dessen Inhibierung ver- 
schxedener Bakterienstamme & 

■ 

Obernacht-Kulturen der angegebenen Stamme in Nahrlosung 
(Difco) wurden lOOfach verdiinnt, und eine aliquote Menge 
von 0,05 ml wurde iiber die Oberflache einer 2 mm tiefen 
Schicht des angegebenen festen Wuchsmediums in 50 cm 2 
Petri-Schalen gewischt. Empfindliche Scheiben aus einem 

• 

Filterpapierkreis von 7 mm. Durchmesser, der entweder 5 
Oder 30 ^ug Phosphonomycin mit einer zusatzlichen Menge 
Glycerin oder Dinatrium-DIr-a- glycerinphosphat enthielt, 
wurden auf die Oberflache des beimpften Agars gebracht. 
Nach I8stundiger Inkubierung bei 37° C wurden Inhibie- 
rungezonen gemessen. Me Ergebnisse sind in der folgenden 
Tab ell e aufgefuhrt: 
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Stamm 



Medium 



Zonengrosse 
mm Durchmesser 





- 




P 


A 


B 


c 


D 


E;coli 


1 








• 






MB. 2489 


Nafaj? a cat* 




11 
I I 




H\J 




U 


E. coli 


ncLuragar 


• 


• 








• 


MB. 2498 


30 


*3 


13 


12 


13 


0 


E. coli 


iianragar • 














MB. 2489 A2 


. 5 


Q 
O 


47 


43 


10 


0 


E. coli 


• 

in aura gar 








• 


* 

• 




MB. 2017 


r* 

5 


12 


29 


26 


16 


0 


Pseudo. 


• 














aeruginosa 
T 9 


• 


5 


15 


40 


18 


15 

• 


0 


Pseudo. 


• 














aeroginosa 


Nahragar 


30 


18 


31 
✓ • 


29 


16 


0 


T 19 




* 






« 


Pr. mirabilis 


Mueller Hinton 




21 


25 


23 


23 


23 


T 10 


Agar 




• 


D. "pneumoniae 


• 








• 






I 37 


Pferdeserum 


30 


10 


15 




16 




Dm pneumoniae 


Genirn-Herz- 








■ 






I 37 


Inrusion + 10 96 














Pferdeseriim 


30 


12 


14 




15 




D. pneumoniae 


G phi T»n — Hp t*k — 








• 






I 2483 


Infusion + 10 % 














• 


Pferdeserum 


30 


10 


13 . 


• 


14 


mm 


Strep. Pyoge- 


Gebirn-Herz- 














nes 


Infusion + 10 % 




* 










w ^—v * 

3009 
• 


Pferdeserum ' 


30 


15 


19 




18 


0 


Strep, pyoge- 


Gehirn-Herz- 














nes 


Infusion + 10 % 














1685 


Pferdeser-um 


30 


14 


17 




13 


0 


Sal. scbott- 


Gehirn-Herz- 


• 












muelleri 1814 


Infusion 


30 


11 


19 




12 

1 




Sal. typhimur- 


Gehirn-Herz- 














ium MB 1995 

• 


Infusion 


30 


15 . 


19 




15 




Sal. typhosa. 


Gehirn-Herz- 














2866 


Infusion 


30 . 


19 


22 




19 
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Schliissel hinsichtlich der Identitat und Menge des zu der 
Scheibe in Kombination mit Phosphonomycin zugesetzten Poten- 
tiators: % 

tn * 

P - Phosphonomycin (Dinatriumsalz) (Menge\der Spalte links 
angegeben) 

A - Glycerin, 10 mg 

B - Glycerin, 1 mg 

C - DL-a-Glycerinphosphat, Dinatriurisalz, 10 ^ig 
D - DL-a-Glycerinphosphat, Dinatriumsalz, 100 yg 

Es ist ersichtlich, dass Glycerin xiber ein breites Spektrum 
von Stammen synergetisch wirkt und lediglich im Pall von 
£• coli 2498 (einera Mutant en- Deri vat von MB 2489), das be- 
.kanntlich keine a-Glycerinphosphat-Transportwirksamkeit 
aufweist, und Proteus mirabilis (T 10) versagf. Der letztere 
Staram hat gemeinsam mit alien gepriiften, empfindlichen Pro- 
teus-Arteri ein sehr wirksames a-Glycerinphosphat-Transport- 
system, das mit grosster Wahscheinlichkeit konstitutiv, 
d. h. kein Gegenstand weiterer Induktion ist. 

■ 

« 

Einige bedeutende Beispiele erhohter Bapfindlichkeit werden 
bei dcm geringen Wert an zugesetztem Dinatrium-DL-a- 
glycerinphosphat beobachtet, selbst obgleich es ein bekana- 
ten/Induziermittel des Transportsystems wenigstens in 
MB 2489 ist. Etwas Antagonismiis ist bei dem zu der Scheibe 
zugesetzten hohen Wert (100 ^ag) nachweisbar. Dieses Phanomen 
stollt vermutlich die erwartete Konkurrenz zwischen Phos- 
phonomycin und a-Glycerinphosphat fur ihr iibliches Transport- 
system dar. Im Gegensatz dazu ist Glycerin, obgleich ein 
Induziermittel, kein Substrat, und besetzt daher vorher 
nicht das Iransportsystem, dessen Aktivitfit es angeregt hat. . 
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B e i s p i el 2 



is 



Einwirkung von Glucose-6-phosphat auf die Bnpfindlichkeit 
von Escherichia coli und Staphylococcus aureus gegenuber 
Phosphonomycin in fliissigem Medium verschiedener Zusammen- 
setzung 

llbernacht-Flussigkeitskulturen vurden auf 1 : 10 000 
(10^ Zell en/ml) in dem angegebenen Medium verdunnt und 
mit einem gleichen Volumen eines Mediups vereinigt, das 
verschiedene Mengen an Dinatriumphosphonomycin enthielt. 
Die minimale InMbierungskonzentration (M.r.C.) war die 
Endkonzentration an Phosphonomycin f unt erhalb der nach einer 

24stiindigen Inkubierung bei 35° C Triibung beobachtet vurde. 

* 

Medium M^I.C. ng/ml Phosphonomycin 

Staphyxococ- Escherichia coli 
cus aureus MB 2017 

MB 29*9 



Mueller Hinton-Fliissig- 50 3.12 

keit (Difco) P * 



Mueller Hinton-Fliissig- 3»12 0,78 

keit plus Dinatrium- 
glucose-6-phosphat f 
25 ^Ug/ml 

Nahrlosung (Difco) 25 1*2,5 

Nahrlosung (Difco) 1,5 0,39 

plus Dinatriumglucose- 

6-phosphat 

Nahrlosung (Difco) plus 3,12 0 % 39 

5 % V/V defibriniertes . 
Schafblut (Gib<;o) 

Bei bei den Medidn wurde f eatgestellt, dass Glucose-6-phos- 
phat mit einem Faktor von 4 bis AO die Bapfindlichkeit von 
gram-positiven und gram-negativen Pathogenen wirksai macht 
In Uahrfliiseigkeit vird der mit Glucose-&-phosphat beob- 
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achtete Effekt dem nit Schafblut beobachteten nachgeahmt* 

» 

Bei spiel 3 

- 

Einfluss von Glucose-6-phosphat auf die Eraktion von 
Bokterienbe stand en, die bei einem gegebenen Phosphono- 
mycinwert uberlcbt.. 

■ ♦ 

Es wurden verschiedene Verdunnungen von Ubernacht-Kultur-r 
loeungen der bezeichneten Bakterienstamme fiber die Ober- 
flache von Petri-Schalen gewischt, welche Mueller Hinton- 
Medium, 1,5 % Agar (Bifco) enthielten und mit den angege- 
benen Verten an DinatriumphoEphonomycin mit oder ohne 
25 ^c/ml Dinatriumglucbse-fr-phospbat erganzt waren. Aus 
der Anzahl der bei einer speziellen Verdiinnung en aufge- 
gebenem Organismus vorliegenden Kolonien wird die Anzahl 
der iiberlebenden, zugefizhrten Zellen bei einem gegebenen 
Phosphonomycinvert ait und ohne GlucoBe-6-phosphat berech- 
net, wobei die Vert e in der folgenden Tab ell e wiedergegeben 
sind: 
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• 

Stamm 



204837.5 



ug/ml Phos- 
'phonomycin 



Escherichia 
coli MB 2017 



Staphylo- 
coccus 
aureus 
MB 2949 

Aerobacter 

aerogenes 
MB 3287 

Staphylo- 
coccus 
.aureus 
MB 5036 

Shigella 
sp. 

MB 3298 



0 
10 

50 
100 

0 
10 
30 
100 

0 
10 
30 
100 

0 
10 

30 

100 
0 

10 

30 

100 



Anzahl der uberlebenden Kolo- 

nienbildner je ml 

Mueller Hinton Mueller Hint on 



Agar aUein 



3 
3 

3 
3 

3 
3 
3 
3 

7 
3 



x 
x 

X 
X 

X 
X 
X 
X 

X 
X 



10, 
10 

10 

10r 

10! 
10; 
10: 
10 



5- 



10 

10, 



8 



5 x 10? 



3 

2 
2 
2 

2 

3 
3 
1 



x 10 



10 
10 



x 

X 

x 10' 
<10 

10 



8 

5- 



x 

X 
X 
X 



8 



10, 
10 i 
10 



Agai* plus 

25 Jig/ml Glu- 

cose-6-phosphat 

3 x 1o| 
5 x 10* 

50 
< 10 

3 x 10? 
• 3 x 10 P 
<- 100 



5 
1 

5 

2 
1 
1 

2 
1 
1 
6 



10 

10* 
10* 

10£ 
10^ 
<10 • 

x 10® 
10| 



x 
x 

X 
X 

X 
X 
X 



X 
X 

x 10' 



10 



In alien Fallen uberlebt ein geringerer- Anteil des zuge- 
fiihrten Bakterienbestandes unter Bildung von Kolonien auf 
der Platte, die Glucose-6-phosphat enthalt, als auf der 
Platte, die diese Wirksammachung ni'cht enthalt. In den 
meisten Fallen vdrd der.wesentliche verbleibende Bcstand 
( in der Grossenordnung von 1 in 10 5 bis 1 in 10 4 ), der 
hohe Ausmasse an Phosphonomycin uberlebt, ausgerottet oder 
weitgehend reduziert, wenn Glucose-6-phosphat gleichfalls 
vorliegt. Eine Empfindlichmachung der Bestandmasse und eine 
Beseitigungvon resist ent em Best and sind offensichtlich, 
wenn dieses Induziermittel vorliegt. 
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Bei spi el 4 



2048375 



Einfluss von Glucose-6-phosphat auf die Grosse der Inhi- 
bierungszone, welche die empfihdlichen Scheiben uragibt t 
die dieses Zuckerphosphat in Kombination mit Phosphono- 
mycin enthalten 

. _ . _ . . _ . _ _» « 

Ubernacht-Kulturen der angegebenen Stamme, die in Difco- 
Nahrlosung geziichtet waren,- wurden lOOfach verdiinnt, uixd 
eine aliquote Merige von 0,05 ml wurde iiber die Flache einer 
Petri-Schale gewischt, die 10 ml Mueller Hinton Agar (Difco) 
enthielt^ Bnpfindlichkeitsscheiben! die aus' M-lterpapieiv 
scheiben mit einem Durchmesser von 7 iam bestanden und ent- 
weder $ oder 30 ^g Dinatriumphosphonomycin mit Oder ohne . 
zusatzlichem 5 Diiiatriumgl'ucose-6-phosphat enthielten, 
wurden auf die Oberflache des beimpften Agars gebracht. 
Inhibierungszonen wurden nach I8stundiger Inkubierung bei 
37 0 gemeesen. 



- 21 - 



1098 17/2048 



14127 



Bakterienatamm 



2048375 



Durchmesser der Inhibierungazone in mm 



5/6 - 30 ug 5 MS - 50 /xq 
Fnosphonomycin ' PHosi 



ohne Glucose-6- 
phosphat 



Escherichia 
coii MB 2017 

Stapliylococcus 
aureus MB 29^9 

Aerobacter 4 

aerogenes 

MB 3287 

Staphylococcus . 
aureus MB 3036 

Shigella sp* 
MB 3298 



11 



• » 



16 



11 



30 



10 



sphonomycin plus 
Glucose-6-phosphat 



20 



13 



16 



.27 



24 



24 



20 



26 



40 



37 



Die in dem friiheren Bei spiel yermerkte finpfindlichmachung 

m 

von Zellen durch Glucose-G-phosphat zeigt etch hier durch 
eine wesentliche Steigerung der Inhibierungszone, welche 
die Scheiben umgibt, die ein Gemisch aus Fhosphonomycin und 
Glucoae-6-phosphat en thai ten/ Ea 1st ferner bemexkenswert , 
dass in samtlichen Fallen, in denen Zonenvergrosserung in 
Gegenwart von Glucose-6-phosphat beobachtet vird, festge- 
stellt wurde, dass der lnhibierte Bereich relativ frei 
von den unzahligen arzneimittelbestandigen Kolonien ist , 
wqlche eine Schaibe aus Fhosphonomycin eelbst jumgeben* Diese 

« 

Beobachtuhgen stehen in Obereinati among rait der Erschli essung 
eine s wechselnden Veges fur den Eintritt von Fhosphonomycin 
in Zellen t welche ihren normal ausgedruckt en a-Glycerin- 
phosphat- Transporting verloren haben, durch Gltfcose-6-phos- 
phat* 
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Beispiel 5 

Beispiel einer Methode zum Sieben von Phosphatestern 
als Induziermittel fiir latente Transportsysteme von 
Phosphonomycin'in Escherichia coli 

Der Stainra Escherichia coli KB 2498 ist einoin Tabelle I des 
Journal of Molecular Biology » 51 « 371 (1968) beschriebene 
Subkultur der Mutante 6. Ihm fehlt die Fahigkeit , auf L-a- 
Glycerinphosphat zu wachfeen oder sich dort anzusammeln, 
und er ist bestandig gegeniiber Phosphonomycinwerten bis 
zu 70 yug/ml in Nahrlosung. (Der wilde Ausgangsstamm ist 
durch 10 ^ig/ml Dinatriumphosphonomycin vollstandig gehemmt.) 
MB 2498 besitzt auch keine alkali sche Phosphatasewirksam- 
keit und zersetzt exogene Phosphatester zu einem minimalen 
Ausmass. 

Bei der Suche nach Induz i ermi tt eln fiir zusatzliche Transport- 
.systeme fiir Phosphonomycin wurden 0,05 ml eines Suspension 

n p 

von 10' Zellen/ml iiber die Oberflache einer 50" cm -Petri- 
Schale geschmiert , die 10 ml Bahrf liissigkeit , 1,5 % Agar 
(Difco) und 25 yUg/ml Dinatriumphoiarphonomycin enthielt. 
Papierscheiben von 7 ™a Burchmesser, und velche 0,25 ml 
Losungsmittel absorbieren konnten v wurden mit Losungen ver- 
schiedener Phosphatester behandelt und auf die Agar-Ober- 
flache aufgebracht. Inhibierungszonen wurden nach I8stiindi~ 
ger Inkubierung bei 37° C gemessen. 
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Getestete Verbindung 



2048375 



ng in der 
'Scheibe 



Ijihibie- 
rungszone 
mia Lurch- 
mcsser 



keine 

Dina tri um-gl uco s e- 6-pho sphat 

■ 

Mnatrium-fructose-6-phosphat 
Dina tri um-manno s e- 6-pho spha t 

Dinatrium-2-desoxy-giucoBe-6- 
phosphat 

Dinatrium-2-amino-2-desoxygluco8e- 
6-pho sphat 

Dina tri um-ribose-5-pbospbat-monoby drat 
Phosphati dyl-a thanolamin 

Tetrakalium-glucose-l 1 ,6'-dipbaspbat- 
pentahydrat 

Dinatrium-glucose-1-pbospbat 

Dimagnesium-5-pbOBpboryl-ribose-1- 
pyrophosphat-dibydrat 

Dina tri um-ribo fl avin-5-pho spbat . 



1,0 

0,5 
0,1 

10,0 
6,0 

1,0 

25,0 

25 
30 

25 
2 5 

25 
25 



31 
27 

18 
42 

31 
27 

'34 

35 
29 

34 
31 

25 

14 



Unter den Verbindungen des obigen Versuchs, die keine Wirk- 
enmkeit bei einem Vert von 25 ^g o'e Scbeibe zeigten,. waren: 
Inosit-phospbat, Adenosin-5'-pbospbat, Galactose-1-phospbat, 
2'-Desoxyribose-1 '-phosphat, a-D-Bibose-1-phosphat , fl-tf- 
Ribose-1-phospbat, a-D-Xylopyranose-1-pbospbat , Glucon-6- 
pbosphat, Mannose-1-pbosphat, Erytbroee-4-phospbat, Pyri- 
doxin-pbo spbat, Tni amin-monopbo spbat , D-Galactose-6-phoa- 
phat, D-Fructose-1-pbosphat , Fructose-1 ,6-diphosphr t , Phos- 
phoserin, Phosphatidyl-cholin , N,N-Dimethyl-L-phosphatidyl- 
athanolamin sowie eine grosse Anzabl nicht-pbosphorylierter 
Tetrosen, Pentosen und Hexosen. Die Potentiationcerscbei- 
nung zeigt also einen Grad an Spezifitat, der im' Pall der 
Hexosepho spbat e in erster Linie solcbe Verbindungen einzu- 
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schliessen scheint, die durch Hexokinase erzeugt werden, 
• und zu den'en solche Hexosephosphate gehoren, die bekannt- * 
lich das Glucose-6-phosphat-Transportsystem (Verbindungen 
1, 2, 3, 4 und 9) induzieren. 

Keine der wirksammachenden Verbindungen erzeugte bei den 
getfesteten Werten Inhibierungszonen bei mit MB 2498 be- 
impften Platten, die aus Mhrlosung/Agar ohne MK 955 be- 
standen. * . ' 

Beispiel 6 • . , , 

* 

Einfluss der Kombination verschiedener Phospbatester auf 
di6 Inhibieruijg verschiedener Bakterienstamme 

tibernacht-Kulturen der angegebenen Stamme in Nahrlosung 
(Difco) wurden lOOfach verdiinnt, und es wurd'e eine aliquote 
Menge von 0,05 nil iiber die Oberflache einer 2 mm tiefen 
Schicht des angegebenen festen Wuchsmediums gewischt. Etap- 
findlichkeitsscheiben, bestehend aus kreisformigen Filter-^ 
papierscheiben von 7 nan JDurchmesser; die entweder 5 odor 
30 ^ag Binatriumphosphonomycin mit einer zusatzlichcn Menge^ 
der angegebenen Phospbatester enthielten, wurden/auf die 
Oberflache des beimpften Agars gebracht. Inhibierungszonen 
wurden nach I8stiindiger Inkubierung bei 37 C gemecsen. 



* 
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Stamm 



P 



u 



Zonengrosse mm Duxct 

(vergleiche Schluseel fur die zugesctzten Phos 

phatester) 








P A 

• 


B 


c 


AJ 


£ 


¥ 


(I 
17 


w • 


T 
X 


MB 2489 


5 


?1 25 


25 


20 


30 


22 


• 

21 


18 


15 


22 


MB 2489 










* 










- 


A2 


5 


8 10 


10 


10 


10 


21 


10 


11 


10 


10 


MB 2498 


30 


13 33 


33 


26 


24 


21 


31 


26 


21 




MB 24980 


30 


11 12 


10. 


10 


12 


14 


10 


11 


11 


12 


MB 2017 


5 


12 23 


22 


20 


17 


16 


21 




17 


19 


5j ^ 


5 


0 13 


15 


0 


0 


0 


12 


0 


0 


0 


T 27 


.30 


. 0 20 


20 


0- 


0 


01.18 


13 


0 

0 


14 


T9 


5 


15 16 


15 


15 


15 


12 


15 


16 


16 


16 


0? 10 


5 


21 23 


23 


23' 


23 


22 


22 


22 


23 


23 


T 19 


30 


18 17 


17 


17 


15 


18 


15 


17 


17 


15 



Sdiiissel hinsichtlich der Art und Menge der zu den Scheiben 

zuaammen mit Phoephonomycin zugegebenen Phosphates tar: 

P - Dinatriumsalz dea Pho s phono my cina (Menge in der 7 n v^n 
Spalte angegeben) 

A - Glucose -6-phosphat, 5 ^ag 

B - 2 , -Desoxy-glucose-6-phosphat, 5^ig 

C - Ribose-5-phosphati 26 ^ig 

D - Thosphatidyl-athanolamin, 25 ^ig 

E - Mboflavin-5-phosphat, 50 jxg 

F - Fructose-6-phosphat, 5 ^ig 

G - Mannose-6-phosphat, 5 

H - 2-Amino-2-de8oxy-glucp8e-6-phosphat f 25 ^ig 
I - Glucose-1-phosphat, 25 ^ig 

Der Stamm MB 2^89 ist ein Escherichia coli-Stamm, der gut ' 
•auf a-Glycerinphosphat und D-Glucose-6-phosphat wachat. Er 
ergibt /%hrflussigkeit Agar massige Bnpfindlichkeit gegen- 
uber Phoephonomycin f die durch die ganze Beihe der Hexose- 
phosphateeter (A, B f P f G v l) t von denen bekannt ist.daas 

■ 
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sie den Glucose-6-phosphat-Transportweg induzieren, wesent-*- 
lich gesteigert wird. 

Der Stamm MB 2489 A2 wurde von der Peripherie der gesteiger- 
ten Inhibierungszone, welche eine Phosphonomycin (5 ^g) und 
Glucose-6-phospHat (25 ^g) enthaltende Scheibe umgibt, iso- 
liert. Es wurde gefunden, dass er auf a-Glycerinphosphat 
gut wachst, jedoch keine Stimuli erung dec Vachstums durch 
Glucose-6-phosphat ergibt. Obgleich dieser Stamm ebenso ■ 
empfindlich gegeniiber Phosphonomycin allein wie der Ausgangs- 
stnram MB 2489 ist "( wie erwartet, da sein ct-Glycerinphos- 
phnt-Transportsystem wirksem ist) , versagt er hinsichtlich 
der Anregung des Hahrlosungsagar durch drgendeinen der 
Hexosephosphat-Induziermittel des' Glucose-6-phosphat-Trans- 
portsystems* Ferner ergibt si ch aus dem Versagen des Bibose- 

5- phosphats und Phosphatidyl-athanolamins hinsichtlich einer 
synergistischen Virkung, .dass diese Ester auch das Glucose- 

6- phosphat-Transportsystem induzi eren. Jedoch deutet die 
noch durch Eibo f lavin-5-pho sphat hervorgerufene Wirksan- 
keit auf 4as Vorliegen noch eines drit.ten induzierbaren 
Veges, der einen gesteigerten Phosphonomycin-Sfransport ver- 
mittelt. 

Der Stamm MB 2498 ist eine Mutante von MB 2489, der keinen 
a-Glycerinphosphatweg besitzt (d. h. f er wachst nicht auf 
8 -Glycerinphosphat, behalt jedoch das induzierbare Glucose- 
6-phosphat-System bei). Obgleich er weniger empfindlich 
auf Agarr-Hahrlosung gegeniiber Phosphonomycin ist wie 
MB 2489,'hehalt er die Fahigkeit bei, durch die Pho sphat- 
ester-Induziexmittel anger egt zu werden. 

Der Stamm MB 24980 wurde als eine resistente Kolonie von 
einer Platte isoliert, die 25 yig/ml Phosphonomycin und 
•25 yag/ml Glucose-6-phosphat enthielt* In tJbereinstiramung 

— ■ 
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mit den obigen Ergebnissen wurde seine Enpfindlichkeit auf 
Agar-Nahrlosung gegenuber Phosphonomycin einzig durch Ribo- 
flavin- 5-phoephat gesteigert. 

* 

Der Stamm MB 2017 ist ein fiir Mause pathogener. Escherichia 
coli. Er ergibt weitgehende Sensibilisierung auf Agar- 4 
Kiihrlpsung durch die gesamte Klasse der Phosphatester- 
Induziermittel. 

• * 

Der Stamm T 14 ist eine Klebsiella Species, die aus dem Urin' 
eines Patienten unmittelbar vor Aufnahme der Phosphonomycin- 
Therapie isoliert worden war; T 27 ist eine Klebsiella 
Species, die aus dem Urin eines Patienten isoliert wurde, 
der seit 7 Taigen einer oralen Phosphonomycin*- Therapie unter- 
zogen worden war. Beide Stamme sind auf Agar-Mhrflussig- 

■ * 

keit gegenuber Phosphonomycin selbst resistent, zeigen je- 
doch in Anwesenheit einer Vielzahl von Induzierraitteln des 
Glucose-6-phosphat-Weges mittlere Sensibilisierung. 

• ■ 

Die Stamme T 9 und T 19 sind Stamme von Pseudomonas aerugi- 
nosa, die auf dem Urin infizierter Menschen isoliert wur- 
den. Die Stamme zeigten keine merkliche .Unpfindlichkeit auf 
Agar-Nahrlosung gegenuber den obigen Phosphates tern. 

# ■ 

Der Stamm T 10 ist ein Proteus mirabilis-Stamm, der aus dem 
Urin eines infizierten Menschen isoliert worden war und 
zfeigte keine merkliche Enpfindlichkeit auf Mueller Hinton 
Agar gegenuber irgendeinem der obigen Phosphat ester. 



» 

- 28 - 



» 



1 098 1 7/ 2048 



14127 



Belppiel 7 



2048375 



>3 



Aufnetretener Einfluft in verschiedenen Wuchrrniedien von . 
Glucose-6-phonphat auf die Grf50e der Inhibierungosor.e, 
welche die Erapf indlichkeitsscheiben, die dieses Sucker- 
phopphat in Kombination mit Fhosphonomycin enthalten, aus 
Uben 



Eine ttbernacht-Kultur von Escherichia coli, MB ?4&9 f die 

• - 

auf NahrlSsung wuchs, wurde 100fach vetfdxinnt, und eine all- 
quote Menge von 0,05 ml wurde ttber die Oberflache eines 
2 mm tiefen Agar-Mediuras aufgewischt, das entweder aus 
Mhrlosung, 1,5 $ Agar (Difco), Gehirn-Herz-Infu3ion, 
1- f 5 # Agar (Difco), Mueller Hinton Agar (Difco), Trypticase- 
Soja Agar (BBL) dder einem ,f rae„nschlichen Urin-Agar" bestand. 
i)aQ letztere Medium wurde hergestellt, indem unmittelbar * 
nach dera Schlaf gesammelter Urin von erwachsenen Eannern 
zentrifuglert wurde , das ttberstehende Material sur iSrzielurig 
von Sterilitat durch eine Merabran filtriert wurde und das Filtra 
mit einem Zehntel Vo lumen autoklaviertem 15?'igsn Noble-Agar 
(Difoo) in Wasser zur Erzeugung eines festen Mediumr kom- 
biniert wurde • Erapf indlichkeitsscheiben aus einer iilter- 
papierscheibe von 7 mm Durchmesser, die 5 Oder 30 yug ■ 
Dinntriumphosphonoraycin mit und ohne Dinatriura-glucose- 
(Jphonphat enthielt, wurden auf die OberflSche des 

• a 

beimpften Agars gebracht. Inhlbierungszonen wurden naoh 
18otttndiger Inkubierung.bei 37 *C gemessen. 
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Verwendetes Medium 



'hfosphonomy 
allein 



Nahrlosung. 

Mueller Hinton- 
Losung 

Gehirn-Herz- 
Infusion 

Trypticaae-Soja- 
Losung 

Menschlicher Urin 



Durchmesseivder Inhibierungzone 

"mm" 

5 )*s 30 ug 

osphonomycin pxua 
Glucose-6-phoaphat 
(25 ug) 




cxn PnE 



12 


24 


28 


33 


0 




20 . 


26 


0 


* 

12 


16 


• 20 


0 


15 


18 


24 


9 


19 


14 


26 



Der Aktivitat von Phosphonomycin allein wird in Bezug auf 
die Nahrlosung in dem. anderen vervendeten Medium eindeutig 
entgegengewirkt. Dieser Antagonismus kann zu einem iiber- 
wiegenden Ausmass u Sie. hohen Verten an Hatriumchlorid in 
Mueller Hlnton-iasung, Glucose und Phosphat in Gehirn-Herz- 
Inf usion und Trypticase-Soja und Phosphationen im mensch- 
lichen Urin zuriickzufiihren sein. Dieses nachteilige Phano- 
men wird in weeentlichen durch den Eihschluss von Glucose- 
6-phosphat in die Empfindlichkeitascheibe beseitigt. 

Beispiel 8 

■m 

■ 

Einwirkung von Glucose-6-phosphat auf die Empfindlichkeit 
von Escherichia coli-Stammen auf verschiedene Phosphono- 
mycmanaloge 



.Obernacht-Kulturen von Escherichia coli, Stamm MB 2489 
(der sowohl das a-Glycerinphosphat-Iransportsystem als 
das Glucose-6-pho8phat-Transportsystem besitzt) und 
MB 2498. ( der lediglich den Glucose-6-phosphat-Weg auf- 
weist und daher gegeniiber Phosphonomycin allein relativ 
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bestandig 1st) wurden lOOfach verdiinnt, und eine aliquote 
Menge von 0,05 ml wurde fiber die Oberflache* einer 2 mm 
Nahrlosung aus 1,5 % Agar (Difco) aufgewischt. Ernpfindlich- 
keitsscheiben aus einer Papierscheibe von 7 mm Durchmesser, 
welche Dinatrium-phosphonomycin oder eines der angegebenen 
Analogen in den angegebenen Mengen zusammen mit weiteren 
5 ^ig Binatriumglucose-6-phosphat, wo angegeben, enthielt, 
wurden auf die Oberflache des beimpften Agars gebracht. 
Inhibierungszonen wurden nach 18stundiger Inkubierung bei 
37° C gemessen. 

* 

Wirksame Substanz . 



Pho sphonomy cin 



Menge 

/is 


MB 2489 
kein G- + G- 
6-P 6-P 


MB 2498 
kein G- + G- 
6-P 6-P 


• 

• 

5" 


14 


28 


0 


30 


2,5 . 


12 


25 


0 


24 


1*0 


0 


20 


0 


24 


0,3 


0 


18 


0 


• 15 


500 


20 


38 


9 


42 


50 


0 • 


32 


0 


36- 


5 


0 


13 


0 


16 


500 


16 


35 


8 


38 


50 


0 


26 


0 


29 


5 


0 


10 


0 


12 



Monodicyclohexylamin- 
salz der 1 -Methyl- 1, 2- 
epoxy a thy lpho sphon- 
saure 

Di cy c lohexy 1 amm oni um- 
salz der 1,2-Epoxy- 
a thy lpho sphonsaure 

■ 

Es wurde f estgestellt t dass Glucose-6-phosphat die Etapfind- 

■ 

lichkeit von Pho sphonomy cin-empfindlichen und -rer.istenten 
Stammen wirksam macht, so dass sie nan auf schwache Ana- 
loce von Pho sphonomy cin zum gleichen Ausmass wie auf Phos- 
phonomycin selbst ansprechen. • 
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Bei spiel 9 
* 

Einwirkung von Pnosphonomycin und Glucose-6-phosphr t und 
wlSIen 1 dei> Behandlun S von infizierten 

• . * 

* 

t 

Veibliche C.D.I. -Mauae einea mittieren MolekulQrgev/ichta 
von 22,5 g wurden intraperitoneal mit 16atUndigen Kultur- 
fluaaigkeiten, die in Gehira-Herz-Infuaion enteprechend 
verdiinnt waren, infiziert. Pur E. coli enthielt der An- 
aprechwert 2,5 x 10 7 Zellen Oder Doaierungen von 7 LD_ . 
fur Shigella 2,3 x 10 8 Zellen oder Doaierungen 'von 3 Ld' . 
Zum Zeitpunkt der Inf ektion wurden dae Dinatriumaalz dea 
Phoaphonomycine und Natriumglucoae-6-phoaphat getrennt in 
0,25 ml aubkutan an einer geaonderten Stelle verabreicht, 
eine auf Jeder Seite der fiuck^Tache. Die Ergebniaae dieaes 
Vereucha aind in der folgenden Tabelle wiedergegeben: 

■ 

1 ♦ 

Teat-Organiamua . ED^ aubkutan 

-6-P Mn atrium- DSP + DSP+0,1 mg 



/lg phoaphonomycin 1,0 me 
' (DSP) G-6-P 

% /iS % yig % 



20l7 eriChia ° 0li >IiCi00 155 100 12 8 91 58 

Shigella (118-57) >4O00 1000 100 82 8 1500 150 
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Beispiel 10 

Einfluss von Phosphonomycin und Glucose-6-phor phat sowie 
deren Kombinationen bei der Behandlung infizierter Hause 

Bei weiteren Mausetests, die, wie in Beispiel 1 beschrieben, * 
mit der Ausnahme durcbgefiihrt wuxden, dass das Antibiotikum 
mit dem Natriumglucose-6-phosphat kombiniert wurde Und in 
einer Injektion verabreicht wurde, warden die folgenden Er- 
gebnisse bei infizierten Mausen mit Aerobacter aerogenea 
und Staphylococcus aureus erhalten: •• 

Dinatriumphosphonomycin (DSP) s.c. 

Test-Organismus £D 5Q_ in /"g G-6-P 

. BSP . ng zu DSP zugesetztes G-6-P ED 50 
allein 4000 1000 500 100 allein 

verwen- 

— — ~ — — det frip;) 

Aerobacter. 

aerogenes 3148 10 000+ 287 3 000 7 700 10 000 >4 000 

» 

Staphylococcus 
aureus 

Smith 2949 96 22 50 000 

Bei spi el 11 

.Einfluss von Pructose-6-phosphat bei der Wirksammachung 
von Phosphonomycin in Mausen 



Die .Wirkung von Fructose-6-phosphat bei der Wirksammachung 

der Bekampf ung experiment ell er Bakterieninf ektionen durch 

« 

Phosphonomycin* in Mausen wurde mit der von Gluoose-6-phos- 
phat in Versuchen gemass dem Ablauf nach Beispiel 10 ver- 
glichen. Das Antibiotikum wurde wieder mit *dem Zuckerphos- 
phat kombiniert in einer einzigen subkutanen Injektion zum 

- 
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Zeitpunkt der intraperitonealen Beimpfung mit Escherichia 
coli M3 2017 verabreicht. 



Wirkaammachendes Mittel Bosis 



Xein 

Binatriumglucose-6- 
phosphat 



Binatriumfructose-6- 
phosphat 



• 1000 
600 
300 
100 

1000 
600 
300 
100 



EBcq, ug Phospho- 
nomycin 

2000 

17 

31 
69 
• 470 

17 

' 57 

202 
534 



Es ist ersichtlich, dasa Pructoae-6-phoBphat ein Ausmaas 
an Virkeammachung gegeniiber Phosphonomycin auaiibt, daa 
mit demjenigen vergleichbaf ist, das vorher in den Parallel- 
vers uchen mit Glucose-6-phosphat beobachtet wurde. Biese 
Aquivalenz wurde sowohl aus der gleichen Steigerung der 
in vitro beobachtet en Inhibierung in Bei spiel 5 erwartet, 
wenn eines dieser Zuckerphosphate mit Phosphonomycin kom- 

biniert wurde, ala aus der Sicherheit ihrer Umwandlung 

* 

diirch die im Plasma vorliegende ausreichende Phosphoglu- 

* 

cose-isomerase-Aktivitat. 

♦ • 

Beispiel 12 

♦ 

. » 

Therapeutische Wirkung von Phosphonomycin, das oral an 
infizierte Mause verabreicht wurde, die Glucose-6-phosphat 
entweder auf oral em oder subkutanem Weg aufnehmen 

Dae Vorgehen nach Beispiel 9 wurde fiir den Pall von Esche- 

» 

richia coli 2017 xait der Ausnahme wiederholt, dass unmit- 
telbar n&ch der Inf ektioh das Dinatriumsalz des Phoaphono- 
mycins oral verabreicht wurde, wahrend Dinatriumglucose-6~ 
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* 

phosphat, wo angegeben, entweder oral oder auf subkutanem 
Wego verabreicht wurde. In keinem Pall wurde ein Schutz be- 
obachtet, Venn Glucose-6-phosphat all ein bei dem Vert von 
4000 ^ig oral oder subkutan in Abwesenheit von Phosphonomycin 
verabreicht wurde. . 

% 

Glucose-6- • Veg Dosis an oral verabreicht em 

phosphat . Phosphonomycin (ug), die 50 % 

^ag der liere schuttft v^D^q) 



0 - 2000 

1000 oral 2000 

100 subkutan 57 . , 

Glucose-6-phosphat 1st ein wirksamer Therapiepotentiator 
fur oral verabreicht es Phosphonomycin (25*ache Sensibili- 
sierung) , wenn Zuckerphosphat subkutan verabreicht wird. Es 
wird keine Sensitivierung beobachtet, wenn das Zuckerphos- 
phat oral mit dies em Vert verabreicht wird. 

Beispiel 13 

Therapeutische Uirksamkeit von Phosphonomycin, das 
parenteral an infizierte Mause,.die oral Glucose-6- 
phosphatsalze aufnehmen, verabreicht wurde 

* 

Das Vorgehen nach Beispiel 9 wurde fiir den Fall von Esche- 
richia coli 201? mit der AuSnahme wiederholt, dass unmit- 
telbar nach Inf ektion das Binatriumsalz des Phosphonomycins 
subkutan verabreicht wurde, wahrend Glucose-6-phosphat in 
der angegehenen Form oral durch Gabe in 0,25 m l Vasser 
verabreicht- wurde. In keinem Fall wurde Schutz bei Verab- 
reichung der Glucose-6-phosphatsalze allein beobachtet,^ 
noch verursachte die orale Verabreichung allein von 2,5 mg 
n-Octylammoniumchlorid (ohne Glucose-6-phoaphat) eine Ab- 
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nahme des ED^Q-Wertes von gleichzeitig parenteral verab- 
reichtem Phoephonomycin.- Die n-Octylammoniumsalze des 
Glucose-6-phosphats wurden durch Uberfiihrung des Dinatrium- 
salzes in die freie Saure durch Hindurchleiten durch eine 
Kolonne, die einen 20fachen Uberschuss an Dowex-50 (H + -Form) 
enthielt, anechliessende Neutralisierung von Anteilen dee 
Eluats mit je 0,7» 1i5 oder 2,0 molaren iquivalenten der 
freien n-Octylaminbase und 1,3, 0,5 bzw. 0 molaren Aqui- 
valenten NaOH unter Erzielung eines pH-Vertes von 7,5 in 

♦ 

jedem Fall hedges tellt* 



Glucose- 6-pho spha t a al z 



Dinatrium- 
salz 



Natrium 0,5 
+ n-Octyl- 
ammonium 1 ,5 



Di-n-octyl- 
ammonium J 

Natrium 0,5 
n-Octyl- 
ammonium 1 ,5 

Natrium 1 ,3 
n-Octyl- 
ammonium 0,7 



i 



kein 
100 
50 
25 
12,5 
6,25 
10 



kein 
5 



Dosis an Phosphono- 
mycin, welche 50 % der 
Txere schiitzt (EDcq) 



Versuch I 



Vers'uch II 



500 

27 
63 
125 
302 

531 
66 

302 



827 
125 



168 



714 
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Oral verabrei elites Glucose-6-phosphat iaacht die Phosphono- 
mycin-Taerapi e wirksam und wird in dieser Richtung im Ver- 
haltnis zu dem Anteil an anorganischem Gegenion, das durch 
lipophiles Amin ersetzt ist, noch wirksamer gemacht* 

■ 

Beispiel 14- 

Wirksammachung der Phosphonomycin-Therapie durch gleich- 
zeitig verabreichtes Galactose-6-phosphat bei mit Staphy- 
lococci infizierten Mausen ' 

Eine Untersuchung der Wirkung von Galactose-6-phosphat hin- 
sichtlich der Wirksammachung der Bekampfung experimentell 
in Mausen erzeugter Staphy'lococcen-Inf ektionen durch Phos- 
• phonomycin ' wurde durch die bei einer Anwendung der in Bei- 
spiel 6 beschriebeneri Methodologie auf diesem Stamm exmit- 
telten Feststellung gerechtfertigt, dass "25 ^ig dieses Zuk- 
kerphosphats, wenn es zu einer Itopfindlichkeitsscheibe, die 
5 yig Phosphonomycin enthalt, zugegeben wurde, eine Inhi- 
biefungszone von 21 mm erzeugt im Gegensatz zu der nichtf 
mit Zusatz versetzten Scheibe mit einer Zone von 17 wenn 
die Scheiben auf eine mit Staphylococcus aureus Smith 294-9' 
beirapfte Wahragarplatte gebracht wurden. In dem folgenden 
Therapieversuch wurde das ^ntibiotikum mit dem Zuckerphos- 
phat* vereinigt in einer einzigen subkutanen Injektion zum 
Zeitpunkt der intraperitonealen Injektion mit 10 Zellen je 
Maus (14 iD^Q> verabreicht, wobei die Zellen 16 Stunden in. 
Gehim-Herz-Infusion gewachsen waren. 
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Potentiator Dosis ED™ 

50 



(ug .Phosphonomycin) 



■ 

kein * ' . _ . 212 

Dinat ri um-glucos e-6- 

phosphat 4000 91 

Dinatrium-galactose- 

6-phosphat 4000 25 

* ■ 

Die Wirkung von Galactose-6-phosphat als ein Potentiator 
wird durch die nachgewiesene Exist enz eines induzierbaren 
Gal actose-6-phosphat-Transportsy stems in Staphylococcus er- 
klart, Galactose-6-phOsphat iot ein Metabolit der Lactoae- 
hydrolyse einzig zu gewissen gram-positiven Organismen, wifd 
jedoch nicht durch E. coli erzeugt oder davon verwendet* 

■ 

Darauf ist das Versagen von Galactose- 6-phosphat zur Wirk- 
sammachung der Phosphonomycin- Wirkung auf £• coli zuriick- 
zufiihren (Beispiel 5)* * 

i 

Beispiel 15 

Wirkung von Mannose-6-phosphat hinsichtlich der Wirksam- 
machung von Phosphonomycin in Ma us en 

Die Wirkung von Mannose- 6-phosphat hinsichtlich der Wirk- 
sammachung der Bekampfung experimenteller Infektio&en in 
Mausen durch Phosphonomycin wurde mit .der von Glucose-6- 
phosphat in Versuchen nach den Vorschriften des Beispiels 
10 verglichen. Das Antibiotikum t wurde wieder in Kombina- 
tion mit einer Reihe f eststehender Werte an Zuckorphos- 
phaten ti trier t in einer einzigen subkutanen Injektion zum 
Zeitpunkt der intraperitoneal en Beimpfung mit Escherichia 

■ 

coli MB 2017 verabreicht. • 
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Potentiator 



kein 

Dinat ri um-gluco s e- 
6-phosphat 

Dinatrium-mannose- 
6-phosphat 

it 
ii 

» 

it 



Dosis 



1000 
1000 

500 
250 

125 



2048375 



S3 



ED 



50 



Gig Phosphonoraycin) 
1420 
18 

* 

19 
. 23 
92 
490 



Mannose-6-phosphat iibt ein Ausmass an Wirksammachung gegen- 
iiber Phosphonomycin aqurCraleiit zu dem vergleichbarer 
Glucose-6-phosphat-Werte aus, selbst obgleich dessen Wir- 
kung in vitro nur ein Zehntal derjenigen von Glucose-6- 
phosphat betragt. Diese Dis^krepanz kann auf die Umv/andlung 
von Mannose-6-phosphat in Glucose-6-phosphat in vivo durch 
aufeinanderfolgende Einwirkung von Mannose-phosphat-Isome- 
race und Phosphoglucose-Isomerase zuruckgefiihrt werden, 
Enzyme / deren Virksamkeiten in Plasma und in den Wanden 
von Blutgefassen nachweisbar eind. 

Beispiel 16 

Wirksammachung der Phosphonomycin- SJherapie in Mausen 
durch Glucose-1-phosphat und Eibose-5-phosphat 

■ 

Die V/irkung von Glucose-1-phosphat und Ribose-5-phosphat 
hinsichtlich der Wirksammachung der "Bekampf ung experimen- 
teller bakterieller Infektionen in Mausen durch Phosphono- 

* 

mycin wurde mit derjenigen von Glucose-6-phosphat in Ver- 
suchen gemass den Angaben nach Beispiel 10 verglichen. 
Das Antibiotikum wurde wiederum hinsichtlich seiner Heil- 
wirksamkeit in Kombination mit den angegebenen' f eststehen- 
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den Werten an Zuckerphosphat * titriert in einer einzigen In- 
jektion zum Zeitpunkt dor intraperitoneal en Beimpfung mit 
E. coli MB 2017 verabreicht. 

* ♦ 

Potentiator Do sis .^ D 50 

^/ S ^ (ug Phosphonomycin) 

kein ' - • ■ 940 

Dina t ri um-gluco s e- 

6-phosphat 1000 5 

Dikalium-glucose- 

1-phosphat 1000 9 

■ 

Dinatrium-ribose- 

5-phosphat ♦ 1000 158 



Bei die8er Probe wUrde durch einen spezifischen Versuch 
mit Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase nachgev/iesen, dass 
sie durch nicht mehr als einen Teil i'e Tausend Glucose- 
6-phosphat verunreinigt war. 



Die Potentierungsfahigkeit von 1000 ^ag Kibose-^-phosphat* 
obgleich bedeutsam, ist nur derjenigen aquivalent, die 
durch etwa 100 ^ag Glucose-6-phosphat erzeugt wird (ver- 
gleiche Beispiel 11). Dieses Ausmass an relativer Potenz 
wurde durch das Gewichtsverhaltnis von Ribose-5~pho3phat 
zu Glucose-6-phoephat, das equivalent erhohte Inhibie- 
rungszonen in vitro erzeugt (Beispiel 5) *verhindert . Die 
aquivalenten Wirksamkeiten von Glucose-1-phoephat und 
Giucose-6-phosphat in vivo, trotz der Unterschiede in 
vitro, gehe4 hochatwahrscheinlich auf die rasche Umwond- 
lung des 1-Phosphats in das 6-Phosphat durch die Eirtwirkung 
von bekanntlich im Plasma vorliegender Phosphoglucomutase 



• « 
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Beispiel 17 

Wirksammachung der Phosphonomycin-Therapie in mit Strepto- 
cocci infizierten Mausen durchgleichzeitig verabreichte 
Lactose* 



Nach Anwendtuig der in Beispiel 6 beschriebenen Methodologie 
auf Streptococci wurde festgestellt, dass 250 jig Lactose, 
die- zu einer Bnpfindlichkeitsscheibe zugegeben warden, wel- 
che 30 ^ig Phosphonomycin enthielt, eine Inhibierungszone 
von 27 mm Durdhmesser im Vergleich mit einer Zone von 12 mm 
bei einer Scheibe ohne Zusatz erzeugt, wenn die Scheiben 
auf eiiie mit Streptococcus f aecalis H. beimplte Nahragar- 
platte gebracht wurden. Bei den folgenden Therapieversu- 
chen wurden 14 Kolonien bildende Einheiten (7 LD^q) des 
pathogenen Streptococcus pyogenes 0934)> der in Gehirn- 
Herz-Losung gewachsen und mit I0#igem Pferdeserum versetzt 
worden war, intraperitoneal beimpft. Gleichzeitig v/urden 
0,5 ml entweder einer Lactoselosung oder eiher Salzver- 
gleichslosung subkutan injiziert, woran sich in Versuch I 
eine pinzelne orale Doses von*0,5 ml Phosphonomycin (durch 
Zwangsgabe) und in Versuch II vi.er auf einanderfolgende 

« 

orale 0,5 ml Dosen von Antibiotikum nach 0, 2, 4 und '6 
Stunden nach der Infektion anschlossen. 

Potentiator Dosis ' ED cn 

v .6/ (insgesamt verabreichtes 

Phosphonomycin, xig) 



Versuch I 

kein . - 3950* 

Lactose 4 1530 



Versuch II 

kein . — £100 

Lactose 4 . 800 

m 
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Neutrale Saccharide konnen also die Phosphonomycin-Wirk^ung 
sowohl in vivo ale auch in vitro wirksammachen bzw. poten- 
zieren. Bestimmte Streptococci,, gemeinsam mit Staphylococci, 
2eigen auch induzierbaren Stoffwechsel von Lactose zu 

Gal ac toa e- 6-pho ephat • 

■ » 

« 

* 

Beiapiel 18 

■ 

Wirkung von Phosphonomycin zum Schutz von Mauscn, die 
durch bakterielle Mutant en-Isolate, welche hohe Wert.e des 
L-a-Glycerinphotfphat-Transportsystems in Abwesenheit 
eines Induziermittels ergeben, infiziert wurden 

Mutanten wurden aus E. coli 2017 unter Verwendung eines 
in Biochimica et Biophysica Acta, Band 60, Seite 422 bis 
424, 1962, beschriebenen Mutageneses und Mutant^nbestim- 
mungsgit.ters isoliert, und diese Mutanten zeigten hohe 
Werte an oc-Glycerinphosphat und Glycerinstof fwechsel ohne 
die Notwendigkeit des \orherigen Wachstums in Anwe3enheit 
dieser Induziermittel, wie sich beispielsweise bei den na- 
tiirlichen Stammen zeigt. Der Durchmesser der Inhibierungs- 
zonen rund urn die Sensibilisierungsscheiben, welche 5 ^ig 
Phosphonomycin aufweisen, die auf mit Mutanten , C 2 und 
dem Ausgangsstamm beimpften Nahragarplatten aufgebracht 
waren, betrugen 20, 24 bzw. 12 mm. Da gezeigt wurde* (Bei- 
spiel 1), dass die ZugeLbe von Glycerin zu diesen Scheiben 
auf dem Ausgangsstamm die Zonengrosse aus 26 bis 29 mm ver~ 
grosserte, 1st daraus zu schliessen, dass die Mutant ens tamme 
Ausmasse des Phosphonomycin- Transport systems besitzen 
(d. h. , das Ir-a-Glycerinphosphat-Transportsystem), die derien 
induzierter wilder Stamme vergleichbar eind. Daher sollte 
die Etopfindlichkeit dieser Mutanten gegeniiber der Phosphono- 
mycin- Therapie aus der Unpfindlichkeit induzierter wilder 
Stamme in anderen Situationen vorauszusagen sein. Mutanten 

0^ und Cg des Ausgangsstamms wurden unter identischen Bedin- 

* . 
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gungen (in Beispiel 9 beschrieben) kultiviert und intraperi- 

» 

toneal in Mause bei den angegebenen Ansprechwerten einge- 
impft. ITiuse wurden subkutan mit Phosphonomycin unmittelbar 
nach Infektion injiziert. 



•Bakterienstamm Anzahl geimpfter ED 

Z ell en 



50 



(Virulene) . <JW Phosphonomycin; 



E. coli 2017 4,2 x 10 6 94J 

(Aucgangsstamm) (10 IiD^q) 

Mutaaite 4,7 x 10 6 12 



(30 LD^q) 



Matante C 9 • 1,2 x 10' 14 

(9 LD^q) 



* 

Selbst obgleich die Mutanten voile Virulenz besitzen, werden 
sie durch ein bemerkensv/ert niedriges Ausmass an Phosphono- 
mycin bekampft\ was bedeutet, dass der nichtinduzierte wilde 
Stamm in vivo weit weniger entfaltet, als seine voile indu- 
zicrbare Kapazdtat hinsichtlich der Ansprechbarkeit auf 
Phosphonomycin. Es ist daraus zu schliessen, dass es moglich* 
ist, maximale Verte des Ir-a-Glycerinphosphat- Transport- 
systems herzustellen und eine entsprechend wirksainere Thera- 
pie durch Phosphonomycin in irgendeiner beliebigen klini- 
schen Situation (z. B. Harntrakt- Oder Hautinfektionen) , wo 
die Abwesenheit von Glucose eine wirksame Iriduktion durch 
gleichzeitig verabreichte Potentierungsmittel (z. B. Glyce- 
rin) t welche solche Stellen erreichen, sicherstellt. 
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Beispiel 19 

■ 

Virkung von gleichzeitig verabreichtem Glucose-6-phoophat 
auf die Bnpfindlichkeit gegeniiber Phosphonomycin, in vitro 
ln , v ^ vo %- ner bakteriellen Variante, die beira Henschen 
wahrend der Therapie Eesistenz gegeniiber Phosphonomycin 
angenommen hatte 

• ■ 

Die im fdlgenden verwendeten Stamme von Escherichia coli 
stellen im Pall von M 13 ein Isolat aus dem Urin eines ' 

unmittelbar vor seiner Behand- 
lung mit Phosphonomycin dar und im Pall von M 21 -ein Isolat 
aus den arzneimlttelresistenten Organismen, die in dem Urin 
dieses Lebewesens nach 7tagiger Therapie mit dem Antibio- 
tikum vdrliegen. Die in vitro durchgefiihrten Unpfindlich- 
keitstests erfolgten in der in Beispiel 6 beechriebenen Weise. 
Der- in vivo . durchgefuhrte MausBchutzversuch erfolgte wie 
in Beispiel 9 beechrieben nach intraperitonealer Versetzung 
mit der angegebenen Anzahl an Organismen. 

* * 

Bnpfindlichk'eitgtests* in vitro 

- 

• 

Inhibierungszonen (mm), welche die Scheiben 
umgeben, die 30 ug Phosphonomycin allein oder 
in Kombination n£Lt 5 ug Glucose-6-phosphat 
enthalten * 

Phosphonomycin allein plus Glucose-6- 

phosphat 



E. coli M -13 . 19 . 2Q 

E. coli H 21 0 (weniger als 20 

7 mm; 



r 
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Heilwirkung von Phosphonomycin bei infizierten Maus< 

(ED,^ in mg) 



cn 



E. coli M 13 
3,7 x 10 7 Zellen 



- 8 LD 



50 



Phosphonomycin 
aliein 



0,25 



Phosphonomycin gleich- 
zeitig mit 1 mg Di- 
natriumglucose~6- 
phosphat vernbreicht 



. 0,035 



E. coli M 21 
1,2 x 10 7 Zellen 



17,5* 



10 LD 



2,5 



50 



Bex dem hochsten an dxese Gruppe verabreichten Arznei- 
mxttelwert, 20 mg je Maus, wurden nur 3 der fttnf infi- 
zxerten Txere geschiitzt. In den anderen drei Gruppen 
wurde vollstandiger Schutz bei nicht mehr als dem zwei- 
lachen, mxttleren angegebenen Wert beobachtet. 

• 

Da der resistente Stamm die Eahigkeit, auf Phosphonomycin 
nach gleichzeitiger Zugabe von Glucose-6-phosphat anzu- 
sprechen, beibehalt, wird gefdlgert, dass der Hexose-6- 
phosphat-Transportweg nicht merklich durch endogene Sub- 
stanzen bei den natiirlichen Haminf ektionen des Menschen 
induziert wird. Wenn Transport durch die absichtliche 
gleichzeitige Verabreichung von Induzierungsmitteln hervor- 
gerufen wird, sollte die fiesistenz gegenuber Phosphonomycin 
verhindert oder beseitigt aein, and die therapeutische Be- 
seitigung derartiger Stamme wurde ermoglicht werden. 
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Beispiel 20 

Wirkung gleichzei tiger Verabreichung von Glucoce-6-phosphat 
auf die Bnpfindlichkeit eines wilden, induzierbaren Bak- 
teri ens t amines und einer davon abgeleiteten nichtinduzier- 
baren Mutant© gegenuber Phosphonomycin in vitro und in vivo 

Eine mit 201? A bezeichnete Mutante, welche keino zusatz- 
liche Bnpfindlichkeit in vitro, gegemiher Phosphonomycin 
nach Zugabe von Glucose-6*-phosphat ergibt, wurde aus seinem 
Auagangsstamm, dem natlirlich vorkommenden pathogen en 
Escherichia coli 2017 durch die in Beispiel 6 zur Isolierung 
des Stammes MB 2489 A2 aus seinem Ausgangsstamm MB 2489 be- 
schriebenen Verfahren isoliert. Die Mutante 2017 A zeigte 
eine normal e Fahigkeit, Glucose-6-phosphat ipzuwandeln. 
Seine Bnpfindlichkeit in vitro gegenuber Phosphonomycin 
wurde -in vivo in Bezug auf den Ausgangsstamm zv/eimal in 
•den unten beschriebenen Mauseschutzversuchen unter Verwen- 
dung des in Beispiel 9 aufgefiihrten Vorgehens bestimmt. 

In vitro Bnpfindlichkeitstests 

Inhibierungszonen (mm), welche die 
Scheiben umgeben, die 30 ug Phosphono- 
mycin allein oder in Xomoination mit 5 )*S 
Dinatriumglucose-6-phosphat cnthalten / 

Phosphonomycin allein plus Glucose-6- 

•. phosphat i 



E. coli 2017 18. 27 

E. ooli 2017 A 1?,5 18 



» 
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Heilwirkung von Phosphonomycin bei infizierten Ilausen 
(BD^q in mg) 



Versuch I 

E. coli 2017 
1 x 10 6 Zellen 



9 LD 



50 



E. coli 2017 A 
1 x 10 6 Zellen* 



7 LD 



50 



Pho sphonomy cin 
allein 



0,230 



0,166 



Phosphonomycin 
gleichzeitig mit 
1 mg Dinatriumglu- 
cose-6-phosphat 
verabreicht 



0,015 



0,284 



Versuch II 
E. coli 2017 
5 x*10 6 Zellen* 



13 LD 



50 



E. coli 2017 A 
9 x 10 6 Zellen 



33 LD 



50 



0,821 



1,420 



0,021 



1,130 



Der Unterschied der Mutant e 2017 A gegemiber der Eombina- 
tion von Glucose-6-phosphat mit Phosphonomycin in vitro wird 
in vivo durch das Versagen des gleichzeitig verabreichten 
Glucose-6-phospbats zur Steigerung der Wirksamkeit von 
Phosphonomycin bei der Behandlung von durch diese Mutante 
infizierten Kausen wiedergegeben. Somit ist die normale 
Wirksammachung der Heilwirkung von Phosphonomycin durch 
Glucose-6-phosphat auf seine direkte Wirkung auf induzier- 

bare infizierende Bakterienstamme zuruckzufiihren und nicht 

• ■ 

durch jede beliebige Ansprechbarkeit des Wirtes, die veimu- 
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. tet werden konnte (z. B. erhohte Arzneiraittelabsorption oder 
imuiunes Ansprechen) , wodurch die Mutante ebenso gunstig be- 
einflusst wiirde wie der Ausgangsstamm. Die gleiche Virksam- 
keit von Phosphonomycin allei4 gegenuber Iiifektioncn auf 
Grand induzierbarer und nichtinduzierbarer Org/mismen deu- 
tet darauf hin, dass endogene Induziermittel entw.eder ab- ' 
wesend sind oder in einem zu geringen Ausmass vorliegcn 
(in sblchen Bereichen des Korpers, der durch* Mikroorg£*nis- 
men befallen ist), urn die Biosynthese des Hexose-6-phosphat- 
Tran sport systems hervorzurufen. Die f estgestelltcn Wirkun^- 
vorteile, die sich aus der Induktion dieses Systems ergebe,. , 
erfordern ausdriicklich die Verabreichung exogener Induzier- 
mittel durch den Therapeuten. 

« 

Gemass der Erfindung konnen die bakteriellen Transport cysteine 
in infizierten Tieren unter Verwendung geringejr Docierungen 
an wirksammachenden Mitteln, insbesondere auf oral cm Wege 
herbeigefuhrt werden,. wenn Sp alt ung der Esterbindung 'ent- 
weder durch bakteri ell e inte6tinale, Leber-, Nieren-, 
Plasma- oder Harnphosphatasen vermieden wird. Die bevorzug- 
ten wirksammachenden Mittel sind Xohlehydratester der 
Formel : 

♦ 

Y 1 

R« • 

worin- -CH 2 - die eridstandige Methyl engruppe der Gruppierung 
H'-CHg-OH, eine Pentose oder Hexose, wie beispielsweise 
Glucose, Fructose, Mannose, 2-Desoxy- glucose, 2-Amino-2- 
desoxyglucose, Galactose, Ribose, einen 1-substituierten 
Bibit, 2. B. Riboflavin, oder Glycerin und X' die folgenden 
Gruppierungen 
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-p 



-CH 2 -P 



X 



-OSO ? H 2 



-SOjH 



SOgNHR.. 



-CHgSOgNHR, 



Oder 



-OCOMI^Hg 



bedeuten, worin. X, I, und Bg vorstehend .angegebene 

Bedeutung besitzen und deren Salze. 
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1. Oktober 1970 



Pate ntanspriiche 



1. Verfahren zur Wirksammachung der Aktivitat oines Phos- 
phonomycin-Antibiotikums , dadurch gekennzeichnet, dacs 
Bakterien rait einem Induziennittel in Beruhrung ge- 
bracht werden, welches unter Steigerung eincs bestehen-' 
den Weges oder unter Erschliessung eines neuen Transport- 
weges fur die Bakterien wirkt und die Bakterien spucer 
Oder gleichzeitig mit einem Ehosphonomycin-Antibiotikun 
in Beruhrung gebracht werden. 

2. Verfahren nach Anspru.ch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
ein Induziermittel verwendet wird, das ein Hexose- 
phosphat-Transportsystem herbeifuhren kann. 

J." Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
ein Induziermittel verwendet wird, das ein Glucose-6- 
phosphat-Transportsystem herbeifiihren kann. 



4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
als Induziermittel ein Zuckexphosphat verwendet wird. 

5* Verfahren nach Anspruch 3 t dadurch gekennzeichnet, duas 
als Induziermittel ein Phosphatid verwendet wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
ein Induziermittel verwendet wird, das das (t-Glycerin- 
phosphat-System steigern kann. 

♦ 

* 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 

als Induziermittel ein mehrwertiger Alkohol verwendet 
wird. 
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8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 

dass als Induziermittel Glucose-6-phosphat verwendet 
wird. 

■ 

9» Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass als Induziermittel Mannose-6-phosphat verwendet 
wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass als Induziermittel Glucose-1-phosphat verwendet 
wird* . 

* 

11. Verfahren nach Anspruch 1 t dadurch gekennzeichnet, 

a 

dass als Induziermittel Bibose-5-phosphat verwendet 
wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Induziermittel Galactose-6-phosphat verwcridec 
wird. 

* 

13* Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass als Induziermittel Lactose verwendet wird. 

• » 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Phosphonomycin-Antibiotikum ein Salz des 
Phosphonomycins verwendet wird. 

15* Verfahren zur Ermittlung von Induziercaitteln fiir den 
Eintritt eines Phosphonomycin-Antibiotikum- Transport- . 
systems in Bakterien, dadurch gekennzeichnet, dass 

■ 

eine phosphonomycinresistente Mutante in einem Medium 
gezuchtet wird, das ein Phosphonomycin-Antibiotikum 
und eine Testverbindung enthalt und solche Verbin- 
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5* 



dungen als Induziermittel gewahlt werden, welche das 
Wachstum der Mutante inhibieren. 



» > 



16. Verfahren zur Wirksaimiachung def Aktivitat eines 

Phosphonomycin-Antibiotikums bei der antibiotischen 
Therapie, dadurch gekennzeichnet, dass ein Induzier- . 
mittel eines Phosphonomycin-Iransportwegcs in das in- 
fizierte Bakterium vor Oder gleichzeitig mit dem 
Phosphonomycin-Antibiotikum verabreicht wird. 

17 • Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , 
dass das Induziermittel gleichzeitig mit dem Phos- 
phonomycin-Antibiotikum durch parenterale Verabrei- 
chung verabreicht wird. • 



18. 




Verfahren nach Angpruch 10 1 dadurch gekennzeichnet , 
dass das Induziermittel parenteral und das Phosphoric- 
mycin-Antibiotikum oral verabreicht werderi. 

Antibiotische Zusammensetzung, gekennzeichnet durch 
ein Phosphonomycin-Antibiotikum , ein Induziermittel 
eines Phosphonomycin-Transportsystems in Bakterien 
und ein en pharmaz e u ti sch- annehmbar en Trager. 
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(54) METHOD OF POTENTIATING THE ACTIVITY OF 
PHOSPHONOMYCIN ANTIBIOTICS 



10 



(71) We, MERCK & CO. INC., a cor- 
poration duly organised and existing under the 
laws \>1 the State of New Jersey, United States 
of America, of Rah way, New Jersey, United 
States of America, do hereby declare the in- 
vention for which we pray that a patent 
may be granted to us, and the method by 
which it is to be performed to be particu- 
larly described in and by the following state- 
ment: — 

The elimination of bacterial infections by 
antibiotic therapy is often thwarted by prac- 
tical difficulties for achieving sufficiently high 
levels of the antibiotic at the site of infec- 

15 tion. In cases where only marginally effective 
concentrations aire used, antibiotic-resistant 
organisms frequently emerge from the original 
infecting population. This problem is import- 
ant in the case of the new antibiotic phos- 

20 phonomycin [(-) (ci$ - 1,2 - epoxypropyl) 
phosphonic acid] since it is excreted rapidly 
and its action is antagonized by common 
constituents of plasma and urine such as 
glucose and phosphate, respectively. In addi- 

25 tion, the antibiotic is occasionally found to be 
ineffective against pre-existent mutants which 
are relatively resistant to this antibiotic and 
occur within many bacterial! populations. 
Accordingly, methods of overcoming these dif- 

30 Acuities in antibiotic therapy have been 
sought. 

This present invention is based on the dis- 
covery that the activity of phosphonomycin 
antibiotics as herein defined in greatly paten- 
35 tiated by certain inducers that act to improve 
certain transport pathways in baclieria. 

In accordance with the present invention 
the antibacterial activity of a phosphonomycin 
antibiotic in a non-human animal is poten- 
tiated by bringing bacteria into contact with 
an inducer selected from phosphatides, sugar 
phosphates and salts thereof, atnd polyhydric 



40 



alcohols, whereby an existing phosphono- 
mycin transport pathway in tSe bacteria is 
enhanced or a new such pathway is brought 45 
into being, and subsequently or simultaneously 
bringing the bacteria into contact with a 
phosphonomycin antibiotic. 

This present invention also provides an anti- 
biotic composition comprising a phtosphono- 50 
mycin antibiotic as herein defined, an inducer 
of a phosphonomycin transport system in 
bacteria, selected from phosphatides, sugar 
phosphates and salts thereof, and polyhydric 
alcohols, and a pharmaceutically acceptable 55 
carrier, diluent or vehicle. 

Thus, compounds enhancing the activity of 
the ^-glycerophosphate transport system, or 
evoking de now a hexoae-phosphaite system in 
bacteria can be used either prior to or con- 60 
comitandy with a phosphonomycin antibiotic 
to potentiate its activity, thereby permitting 
therapy at tissue levels obtainable by reason- 
able dosage. For example, microorganisms that 
exhibit no evidence of sensitivity to a parti- 65 
cular antibiotic either because of the absence 
of a transport pathway or the presence of 
only low levels of suitable .transport pathways 
are rendered sensitive to the antibiotic by ex- 
posure to an inducer of the type denned above 70 
to provide a suitable pathway or an enhance- 
ment of the existing pathway. In those cases 
where less than the maximal rate of synthesis 
of the susceptible transport system occurs prior 
to the introduction of die inducer to the 75 
medium, the inducer is said to enhance die 
rate of their synthesis and thus enhance the 
activity psr cell of the transport system. In 
those cases where the rate of synthesis of a 
particular class is virtually zero in the absence 80 
of inducers, the latter introduce a new trans- 
port pathway into being. The inducer is f re- 
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By virtue of the activity of the inducers 
used in accordance with this present inven- 
tion, organisms stimulated by them accumulate 
higher levels of phosphonomydn and are thus 

5 killed by relatively small doses of the anti- 
biotic. Organisms that show no evidence of 
sensitivity toward phosphonomydn, either be- 
cause the ^-glycerophosphate system is present 
at only low levels or is absent altogether as 

10 a result of mutation to phosphonomydn resis- 
tance, are rendered sensitive to this anti- 
biotic by the evocation of the hexos^phosphate 
transport pathway. Thus sensitivity is con- 
ferred on bacteria populations that are cther- 

15 wise un treatable, dther through prior acquisi- 
tion of resistance to -the antibiotic or through 
intrinsic insensitivity to the antibicitic. 

Another advantage that may remit from the 
present invention is that if two or more 

20 independent transport systems are inducible 
in a microorganism, the incidence of anti- 
biotic resistance is much lower, since the simul- 
taneous loss by mutation of two pathways is 
rare in microorganisms. 

25 It should be emphasized that 'the inducers 
described herein are not antibiotics cr anti- 
metabolites but that they stimulate the biosyn- 
thesis of natural nutrient transport mechanisms 
that mediate the entry into the cell of the 

30 phosphonomydn antibiotic. TJiis phenomenon 
applies uniquely to the phosphonomydn anti- 
biotics since k has been observed that bacterial 
strains thus induced show no increase in 
sensitivity to ether antibiotics tested. An 

35 important advantageous consequence of using 
the compounds serving as inducers is that the 
inducer need not be present when the transport 
systems mediate the entry of antibiotic into 
the bacterium. Thus, inducers thai might com- 

40 pate with the phosphonomydn antibiotic for 
the transport protdns when simultaneously 
present with it and thus impair the transport 
pathway may be added well prior to the 
administration of the antibiotic and be given 

45 opportunity to dissipate within the host. In 
addition, the present invention does net re- 
quire that the blood levels and excretion 
rate of two or more components be matched 
with each other, which is normally the case 

50 when two antibiotics are coadirumsteired to give 
a synergistic effect. Therefore, the difficulty 
encountered in the past of establishing potent 
levels of two different synergizing drugs does 
not arise in the present invention since the 

55 inducers used need only to induce the trans- 
port pathway and then disappear; the trans- 
port proteins produced remain and thereby 
provide a means of entry of antibiotic into the 
bacteria cell. Sugar phosphates that are pre- 

60 ferred for use in the methods and compositions 
of the present invention include glucose - 6 - 
phosphate, fructose - 6 - phosphate, mannose - 
6 - phosphate, glucose - 1 - phosphate, 
2 - deoxy - glucose - 6 - phosphate, 2 - 

65 amino - 2 - deoxy - glucose - 6 - phosphate, 



glucose - 1,6 - diphosphate, galactose - 6 - 
phosphate and ribose - 5 - phosphate. Thus, 
when sysceptible bacteria arc contacted with 
these sugar phosphates dther prior Vo or con- 
comitantly with a phosphonomydn antibiotic, 65 
such phosphates or an active metabolite de- 
rived therefrom potentiate the activity of 
the antibiotic, and it is then possible to use 
much smaller amounts of the antibiotic than 
would otherwise be necessary to control the 70 
pathogen. This observed co-action in induc- 
ing a hexosc - 6 - phosphate transport system 
to potentiate the effectiveness of the phos- 
phonomydn antibiotic is indeed remarkable 
and entirely unexpected. For example, in tests 75 
in mice against R coli it is found that using 
a combination of glucose - 6 - phosphate and 
the antibiotic, the dose of phosphonomydn 
antibiotic needed to protect one-half the mice 
is less than one-tenth that required of anti- 80 
biotic abne. 

The coaction of the inducers described here- 
in and the phosphonomydn antibiotic provide 
a valuable means for controlling and eliminat- 
ing bacteria which are otherwise resistant to 85 
the action of a pho-phenonrycin antibiotic. 
Thus in accordance with the present invention 
a combination of the kduced and the antibiotic 
in a suitable vekide can be prepared by well 
known procedures, and used topically for the 90 
treatment of infections. Alternatively and in 
accordance with another embodiment of the 
present invention, the inducer and the anti- 
biotic can be administered parencerally or 
orally to an infected non-human animal heat 95 
either separately cr in combine tic-n in a suit- 
able pharmaceutical carrier, or one can be 
administered parenterally and die second can 
be given orally. 

The pharmaceutical forms of the antibiotic 100 
and/or the inducing compounds, which con- 
stitute another aspect of the present invention, 
can be prepared in accordance with well 
known procedures using suitable pharmaceuti- 
cal solid or liquid diluents. The compositions 105 
can be in the form of tablets, powders, 
granules, capsules, suspensions, solutions, 
elixirs, syrups or other dosage forms particu- 
larly suitable for oral administration. It can 
also be in the form of sterilized solutions or 110 
suspensions for parenteral administration. In 
such products the sterile vehicle can be a 
sterile solution or suspension. The composi- 
tions containing the antibiotic can be admixed 
with solid diluents and/or tableting adjuvant; 115 
such as coin starch, talc, stearic acid, mag- 
nesium stearate and gums. The usual en- 
capsulating or tableting materials useful in 
preparing pharmaceutical products can be 
used so long as they are not incompatible 120 
with the antibiotic or the inducing compounds. 
These dosage forms can contain from 25 to 
500 mg of the active substances and can 
be administered in dbses given 1 to 6 times 
per day depending upon the patient's age and 130 
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condition, the infection and the mode of 
administration. 

The term '^hosplmomycin antibiotic" as 
used herein includes phosphonomydn and 
its derivatives of the formula: 



0 O Y 

/\ t/ 
CH 3 — CH— CH— P 

\ 

Z 



(I) 



and the corresponding analogues of the 
formula: 

0 A 0 Y 

/\l V 

CH2 — C — P (II) 

\ 

z 

10 where A represents hydrogen of Q_ 6 alkyl, 
and each of Y and Z, which are the same or 
different represents OH, OR, — i NR X R 2 , 

R 

— NR— CH— COOH, 
— NROR, — NRNRjRz, — NR — N=CR 1 R 2 , 

NR 

li 

15 — NR— C— NR,R 2 

0 

II 

— NHC-XR, 

O 
II 

NH — C — NRiRs, 

— N=C=X, or — N ? , where R is hydrogen 
or a univalent substituted or unsubsimuted 

20 hydrocarbon group and each of R T and R 2 
represents hydrogen, acyl, or a univalent sub- 
stituted or unsubstituted hydrocarbon group, 
the substkuents in the substituted hydrocarbon 
groups in the definitions of R, R 2 and R2 being 

25 amino, nitro, halo or oxygen-containing sub- 
stituettits. Also included in formulae I and II 
are the inorganic and organic salts of those 
compounds in which Y and/or Z is — OH, 
and the cyclic derivatives in which Y and Z 

30 aire connected via a residue of a polyfuncrional 
hydrocarbon compound such as a straight or 
branched-chain alkylene, aralkylene, arylene 
polyamine, or aminoalcohol, such as ethylene- 
diamine, monocfthanoiamine, phenyknedi- 

35 amine, rmphthMenediamine or tf-aminophenol, 
and those cyclic derivatives in which — NRiR 2 
represents the residue of a cyclic primary or 
serondary amine, fox example, morpholine, 
piperidine or pyrrolidine. 

40 Where R, R, or R 2 in formulae I and n 
represent a univalent substituted or unsub- 



stkuted hydrocarbon radical, it can be ali- 
phatic, cycloaliphatic, araJiphatic or aromatic 
and can, if desired, be further substituted. 
When aliphatic, it can be substituted or un- 45 
substituted alkyl, alkenyl or alkynyL R, Ri and 
R 2 can also be aralkyl or substituted aralkyl 
such as benzyl, phenethyl, phenylpropyl, p- 
halobenzyl or o- s m- or p-a&oxybenzyl, nitro- 
benzyl, aminophcnethyl, pyridylethyl, nitro- 50 
furylmethyl or thienylpropyl, and aryl or 
substituted aryl 3 such as phenyl, napbthyl or 
substituted phenyl. 

Thus, in accordance with the foregoing, the 
amide group or groups can be derived from 55 
compounds that are themselves anti- 
bacterial. Examples of such compounds 
that might be mentioned are 6- 
aminoj^icilfenic acid, 7 - aminocephalo- 
sporanic acid, sulfa compounds such as 60 
sulfanilamide, sulfadiazine, sulfamerizine, 
sulfamethazine, sulfam'merine, siilfapyridine, 
sulathiazole, sulfisoxazole, thiodiazole, sulf- 
acetamide, sulfaguanidline, sulfaquinoxaline, 
and p-amkophsiylsulfonamide, and p-arainc- 65 
benzenesuHfonic acid, and antibiotic agents 
such as ampicillin, streptomycin, dihydro- 
streptomycin, cydoserine, cephaloglycin and 
cephalixin. 

The compounds of formulae I and II where 70 
at least one of Y and Z is — OH will form 
organic and inorganic salts, which constitute 
a preferred aspect of the invention because 
they are more stable than the free acid. 
Examples of such sails are inorganic metallic 75 
salts such as as the sodium, aluminium, potas- 
sium, ammonium, calcium, magnesium, silver 
and iron salts. Organic salts that may be 
mentioned as representative include the salts 
with primary, secondary or 'tertiary amines 80 
such as mctnoalkyhmines, dialkylamines, iri- 
alkylamines and nittogen-cmtaining hetero- 
cyclic amines. Representative examples are 
salts with amines such as cr-phenethyliamine, 
tirethylamine, quinine, bructne, lysine, 85 
protamine, arginine, procaine, ethanolamine, 
morphine, benzylamine, ethytenediamine, 
N,N' - o^Tjenzyle^ylenediamine, diethanol- 
amine, piperazine, a^ethylaminoethanol, 2 - 
amino - 2 - methyl - 1 - propanoL, theophyl- 90 
line, esters of ammo acids, and N-methyl- 
glucamine. If desired, the basic residue of the 
salt may be a biologically active amine such 
as erythromycin, oleandomycin or novobiocin. 

The monoamide-monoester derivatives and 95 
particularly those compounds having a labile 
ester substituent are especially valuable deriva- 
tives. By the term "labile ester" is meant a 
group which is readily hydirolyzed biologically, 
for example by enzymes in the body fluids of 100 
animals including man, to produce the free 
acid or a salt thereof which is more active as 
an antibiotic agent. The amide or substituted 
amide groups present in the amide-ester 
derivatives are also readily hydrolysed bio- 105 
logically in the body fluids and hence the 
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amide-labile ester derivatives are useful in 
antibiotic therapy. 

Suitable labile eaer groups include ethers 
of the formula — CH.OR, a phenacyloxy- 

5 methyl group, acyloxy methyl groups of the 
formula — CH 2 OA where A is an acyl group 
comprising an organic radical derived from 
an organic acid by the removal of the hydroxy 
group, amide and substituted amide derivatives 

10 of such acyloxymethyl substituents, acylamino- 
methyl groups of the formula — CH 2 NHA 
where A is the same as defined above, thio- 
methyl ethers of the formula — CH S SR, an 
ethynyloxy group of the formula 

15 — CH 2 OfeCH, substituted ethynyloxy 
groups of the formula — CH 2 OGs=CR, a 
vmytoxymechyl group of the formula 
— CH 2 OCH=CH 3 , substituted vinyloxy- 
methyl groups of the formulae 

20 — CH 2 OCH=CHR or — CH 2 0CH=CRR, 
or a nitro oxy group of the formula 
— CHoONOo. R in each of the foregoing 
formulae is a univalent substituted or unsub- 
srituted hydrocarbon group. 

25 Specific examples of such labile ert-:ir groups 
that might be mentioned are methoxymethyl, 
tetrahydropyranyloxymethyl, phenacyloxy- 
methyl, acetoxymethyl, butyryloxymethyl, iso- 
butyiyloxymethyl, pivaloyloxymethyl, benzoyl- 

30 oxymetihyl, 2 - metbylbenzoytoxymethyl, 2,6 - 
d'methylbenzoyloxymethyl, 2 - methyl - 6 - 
chlorobenzoyloxjinethyl, 3 - trifluoromethyl- 
benzoyloxymethyl, 2 - nitrobenzoyloxymethyl, 
2 - methylthiobenzoybxymethyl, 2 - thienyl- 



carbonybxymethyl, 2 - fuo r lcarbonyloxy- 35 
methyl, 3 - pyridylcarbonyloxjinethyl, pyr- 
azinylcarbonyloxymethyl, 2 - mamylcyclo- 
pentylcarbonyloxymethyl, 1 - adamantyl- 
carbonybxymediyl, phenylruifonylmethyl, 
phosphonooxymethyl, diemylphosphoncxy- 40 
methyl, carbethoxyoxymethyl, carbomoyloxy- 
methyl, N - methylcarbamoyloxTmethyl, N,N - 
dimethylcarbamoyloxj-mcthyl, phenylsulf- 
amoyloxymethyl, acetamiircmeihyl, benzoyl- 
aminomethyl, methylthiomethyl, phenylth:o- 45 
methyl, vinyloxymethyl, 1 - memylvinyloxy- 
methyl, and nitrooxymethyl. 

The following examples illustrate embodi- 
ments of the invention. 'Difco' and 'Dowex* 
are trademarks. 50 

Example 1 

Effect of Combining Glycerol or DL-«- 
Glycerophosphate with Phosphonomycin on 
its Inhibition of Several Strains of Bacteria 

Overnight cultures of the indicated strains in 55 
Nutrient Brcth (Difco) were diluted one 
hundred fold, and 0.05 ml. portion was 
swabbed over the surface of a 2mm- deep 
layer of the indicated solid growth media in 
50cm 2 petri dishes. Sensitivity discs, consisting 60 
of a 7mm-diameter filter-paper circle contain- 
ing either 5 or 30 ug of phosphonomycin with 
an additional amount of glycerol or disodium 
DL-rt-glycerophosphare were placed on^ the 
surface of the seeded agar. Zones of inhibition 65 
were measured after 18 hours of incubauon 
at 37°C. The results are shown in the follow- 
ing table: 
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Strain 



Medium 



E. coli 
MB 2489 

E. coli 
MB 2498 

* 

E. coli 

MB 2489 A2 

E. coli 
MB 2017 

Pseudo, 

aeruginosa 

T9 

Pseudo, 
aeruginosa 
T 19 

Pr. mirabilis 
T 10 

D, pneumoniae 
I 37 

D, pneumoniae 
I 37 



D, pneumoniae 
I 2483 



Strep, pyogenes 
3009 



Nutrient Agar 



Nutrient Agar 



Nutrient Agar 



Nutrient Agar 



Nutrient Agar 



Nutrient Agar 



Mueller Hinton 
Agar 

Nutrient Agar + 
10% Horse serum 

Brain Heart 
Infusion + 
10% Horse serum 

Brain Heart 
Infusion + 10% 

Horse serum 
Brain Heart 
Infusion + 10% 
Horse serum 



Strep, pyogenes Brain Heart 
1685 Infusion + 10% 

Horse serum 



Sal scliott- 
mueUeri 1814 



Brain Heart 
Infusion 



SaL typhi- Brain Heart 
murium MB 1995 Infusion 



Sal, typhosa. 
2866 



Brain Heart 
Infusion 



30 



30 



30 



30 



30 



30 



30 



30 



30 



30 



11 



13 



8 



12 



15 



18 



21 



10 



12 



10 



15 



14 



11 



15 



19 



Zone Size mm 
Diameter 



B 



45 



13 



47 



29 



40 



31 



25 



13 



19 



17 



19 



22 



40 



12 



43 



26 



18 



29 



23 



15 - 



14 — 



19 — 



10 



13 



10 



16 



15 



16 



23 



— 18 



13 



23 



16 — 



15 — 



— 14 — 



12 — 



15 — 



— 19 — 



Key to identity and amount of potentiator added to disc in combination with phosphonomycin; 
P — Phosphonomycin (disodium salt) (amount indicated in the column to the left). 
A — Glycerol, 10 mg. 
B — Glycerol, 1 mg. 

C — DL-a-glycerophosphate, disodium, 10 ug. 
D — DL-a-glycerophosphate, disodium, 100 ug. 
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Glycerol is seen to affect a broad spectrum 
of strains, failing only in the case of E. coli 
2498 (a mutant derivative of MB 2489) which 
is known to lack a-glycerophosphate transport 

5 activity, and Proteus mirabilis (T 10). The 
latter strain, in common with all sensitive 
Protetis species examined, has a very active 
^-glycerophosphate transport system, which is 
in ah probability not subject to enhancement 

10 by inducers. 

Few significant examples of enhanced sensi- 
tivity are observed at the low level of added 
disodium ^-^-glycerophosphate, even though 
it is a known inducer of the transport system 

15 at least in MB 2489. Rather, antagonism is 
demonstrable at the high level (100 Mg) 
added to the disc. This phenomenon probably 
represents the expected competition between 
phosphonomycin and a-glycerophosphate for 



their common transport system. In contrast, 20 
glycerol, while an inducer, is not a substrate, 
and therefore does not preoccupy the transport 
system whose activity it has stimulated. 

Example 2 

The Effect of Glucose-6-Phosphate on the 25 
Sensitivity of Escherichia coli and Staphylo- 
coccus aureus to Phosphonomycin in Liquid 
Media of Various Composition 
Overnight broth cultures were diluted 1: 
10,000 (10"' cells/ml) in the indicated media 
and combined with an equal volume of media 
containing various levels of disodium phos- 
phonomycin. The minimal inhibitory concen- 
tration (M.I.C.) was that final concentration 
of phosphonomycin below which turbidity was 35 
observed following a 24-hour incubation at 
35°C. 



Medium 



MJ.C. ]ig/ml Phosphonomycin 
Staphylococcus aureus Escherichia coli 
MB 2949 MB 2017 



Mueller Hinton Broth 50 
(Difco) 

Mueller Hinton Broth plus 3.12 
disodium glucose-6-phosphate, 
25 jig/ml 

Nutrient Broth 25 
(Difco) 

Nutrient Broth (Difco) 1.5 
plus disodium glucose-6-phosphate 

Nutrient Broth (Difco) plus 3.12 
5% v/v Defibrinated 
Sheep Blood (Gibco) 



3.12 



0.78 



12.5 



0.39 



0.39 



30 



With both media, glucose-6-phosphaite is 
40 observed to potentiate by a factor of 4 to 40 
the sensitivity of Gram-po3itive and Gram- 
negative pathogens. In Nutrient Broth, the 
effect observed with ghicose-6-phosphate 
mimics that observed with sheep blood. 
45 Example 3 

The Influence of Glucose-6-Phosphate on the 
Fraction of Bacterial populations that Survive 
a Given Level of Phosphonomycin 
Various dilutions of overnight broth cultures 
50 of the indicated bacterial strains were swabbed 



over the surface of petri dishes containing 
Mueller Hinton medium, 1.5% Agar (Difco), 
and supplemented with the indicated levels 
of disodium phosphonomycin, with or with- 
out 25 «g/ml of disodium glucose-6-phos- 55 
phate. From the number of colonies present at 
a particular dilution of input organisms, the 
number of input cells surviving a given level 
of phosphonomycin with and without glucose- 
6-phosphate are calculated and shown in the 60 
following table: 
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ug/ml 
Phosphono- 
S train mytin 



Number of surviving colony 
formers per ml 
Mueller Mueller Hinton 
Hinton Agar plus 25 ug/ml 
Agar glucose-6- 
alone phosphate 



Escherichia coli 


o 


3 X 10° 


3 x 10 9 


MB 2017 


10 


3 X 10 6 


5 x 10 a 

^ /x Iv 




30 


3 X 10 5 


50 




100 


3 X 10 5 


<10 


Staphylococcus aureus 


0 


3 x 10 9 


3 x 10° 


ATJ3 2040 


10 


3 x 10 3 


3 x 10 s 




30 


3 X 10 5 


<100 




1 Art 

100 


3 X 10 s 


<10 


Aerobacter aerogenes 


0 


7 X 10 8 


5 x 10 8 


MB 3287 


10 


3 X 10 7 


1 x 10 5 




30 


5 X 10 5 


5 X 10* 




100 


3 X 10 5 


5 X 10 s 


Staphylococcus aureus 


0 


2 X 10 8 


2 X 10 8 


MB 3036 


10 


2 X 10 5 


1 x 10 3 




30 


2 X 10 4 


1 X 10 8 




100 


<10 


<10 


Shigella sp. 


0 


2 X 10 8 


2 X 10 8 


MB 3298 


10 


3 X 10 7 


1 X 10 3 




30 


3 X 10 7 


1 X 10 3 




100 


1 X 10* 


6 x 10 2 



In all cases, a smaller proportion of the 
input bacterial papulation survives to form 
colonies on the plate containing glucose-6- 

5 phosphates than on the plate that Jacks this 
potentiation. In most cases, the substantial 
residual population (of the order of 1 in 
10 3 to 1 in 10 4 ) that survive high levels 
of pftosphonomycin are eradicated or much 

10 reduced when gJucose-6-phcsphate is also pre- 
sent. Thus a sensitization of the bulk popula- 
tion and an elimination of resinters are evident 
when this inducer is present. 



Example 4 

Effect of Giucose-6-Phosphate on the Size of 15 
the Zone of Inhibition Surrounding Sensitivity 
Discs Containing this Sugar Phosphate in 
Combination with Pbosphonomycin 
Overnight cultures of the indicated strains 
grown in Nutrient Broth (Difco) were diluted 20 
one hundred fold, and a 0.05-ml portictn was 
swabbed over the surface of a paori dish con- 
taining 10 ml of Mueller Hinton Agar (Difco). 
Sensitivity discs, consisting of a 7 mm dia- 
meter filter-paper disc containing either 5 or 25 
30 jig of disodium phosphonomycin with or 
without an additional 5 ^g of disodium 
gIucose-6-phosphate 3 were placed on the sur- 
face of the seeded agar. Zones of inhibition 
were measured after 18 hours of incubation at 30 
37°C 
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Diameter of Zone of Inhibition mm 



Bacterial strain 



5 Jig — 30 ug 
Phosphonomycin 
without glucose- 
6-phosphate 



5 ug — 30 ug 
Phosphonomycin 
plus glucose-6- 
phosphate . 



Escherichia coli 
MB 2017 

Staphylococcus aureus 
MB 2949 

Aerobacter aerogenes 
MB 3287 

Stapftylococcus aureus 
MB 3036 

Shigella sp. 
MB 3298 



11 



16 



11 



30 



10 



20 



13 



16 



27 



24 



24 



20 



26 



40 



37 



The sensitization of cells by gluccse-6- 
phosphate noted in the prior example is here 
made evident by substantial increases in the 

5 zone of inhibition surrounding discs that con- 
tain a mixture of phosphonomycin and glucose- 
6-phosphate. It is further noteworthy that in 
all cases where zone enhancement is observed 
in the presence of gluccse-6-phosphate, the 

10 inhibited area is found to be relatively free of 
the myriad of drug resistant colonies that sur- 
round a disc of phosphonomycin by itself. 
These observations are consistent with the 
induction by glucose-6-phcspiiate of an alter- 

15 nate pathway for the entry of phosphonomycin 
into cells that have lost their normally ex- 
pressed ^-glycerophosphate transport pathway. 

Example . 5 

Example of a Method for Screening Phosphate 
20 Esters as Inducers of Latent Transport Sys- 
tems of Phcsphonomycin in Escherichia coli 
The strain of Eschericftia coli MB 2498 is 
a subculture of mutant 6 described in Table 



1 of The Journal of Molecular Biology, 31, 
371 (1968). It lacks the ability to grow on or 25 
accumulate L^-glycerophosphate, and is re- 
sistant to levels of phosphonomycin up to 
70 yg/ml in Nutrient Broth. (The parent wild 
type strain is completely inhibited by 10 yg/ml 
of disodium phosphonomycin.) MB 2498 is also 30 
lacking in alkaline phosphatase activity, and 
therefore degrades exogenous phosphate esters 
to a minimum extent. 

In a search for inducers of adiduanal trans- 
port systems for phosphonomycin, 0.05 ml of 35 
a 10 T cell/ml suspension was smeared over the 
surface of a 50 cm 2 petri plate containing 
10 ml Nutrient Broth, 1.5% Agar (Difco), 
and 25 t «g/ml of disodium phosphonomycin. 
Paper discs measuring 7 mm in diameter and 40 
capable of absorbing 0.25 ml of solvent were 
treated with solutions of various phosphate 
esters and applied to the agar surface. Zones 
of inhibition were measured after 18 hours in- 
cubation at 37°C. 45 
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Compound tested 



ug present 
in disc 



Zone of 
inhibition 
mm diameter 



None 

Glucose-6-phosphate disodium 



Fructose-6-phosphate disodium 

Mannose-6-phosphate disodium 

2-deoxy-glucose-6-phosphate disodium 

2-amino-2-deo2cy-glucose-6-phosphate 
disodium 

Ribose-5-phosphate disodium, 
monohydrate 

Phosphatidyl ethanolamine 

Glucose-1 ',6 '-diphosphate, 
tetrapotassium pentahydrate 

Glucose-l-phosphate disodium 

5-phosphoryl ribose- 1-pyrophosphate, 
dimagnesium dihydrate 

Riboflavin-5-phosphate disodium 



1.0 
0.5 
0.1 

10.0 
6.0 
1.0 

25.0 

25 

30 
25 

25 
25 

25.. 



31 
27 
18 

42 

31 

27 

34 

35 

29 
34 

31 

25 

14 



Among the compounds in the above test 
showing no activity alt a level of 25 >«g per 
disc were: inositolsphosphate, adenosine - 5' - 

5 phosphate, galactose - 1 - phosphate, 2'- 
deoxy ribose - 1' - phosphate, a - D - ribose - 
1 - phosphate, \6 - D - ribose - 1 - phosphate, 
■a - D - xylopyranose - 1 - phosphate, gluconic- 
6 - phosphate, mannose - 1 - phosphate, 

10 erythrose - 4 - phosphate, pyridoxme - phos- 
phate, thiamine monophosphate, D - galac- 
tose - 6 - phosphate, D - fructose - 1 - phos- 
phate, fructose - 1 - 6 - diphosphate, phos- 
phoserine, phosphatidyl chloline and N,N - 

15 dimethyl - L - phosphatidyl ethanolamine, as 
well as an extensive list of non-phosphorylated 
tetroses, pentoses, and hexoses. Thus the 
potentiation phenomenon shows a degree of 
specificity, which in the case of the hexose 

20 phosphates seems to include primarily those 
compounds that are generated by the hexo- 
kinasss and includes those hexose phosphates 
known to induce the glucose - 6 - phosphate 



transport system (Compounds 1, 2, 3, 4, 
and 9). 25 

None of the potentiating compounds at the 
levels tested produced zones of inhibition 
with MB 2498 seeded plates consisting of 
Nutrient Broth/Agar lacking MK 955. 

Example 6 30 
Effect of Combining Various Phosphate Esters 
on the Inhibition of Several Strains of Bacteria 

Overnight cultures of the indicated strains 
in Nutrient Broth (Difco) were diluted one 
hundred fold, .and a. 0.05rmi portion was 35 
swabbed over the surface of a 2 ram deep 
layer of the indicated solid .growth madia. 
Sensitivity discs, consisting of a 7-ram- 
diameter filter-paper circular disc containing 
either 5 or 30 ,«g of disodium phosphono- 40 
mycin with an additional amount of the in- 
dicated phosphate esters, were placed on the 
surface of the seeded agar. Zones of inhibition 
were measured after 18 hours of incubation at 
37°C. 45 



Zone size mm diameter 
(see key below for phosphate ester added) 



Strain 


P 

V% 


P 


A 


B 


C 


D 


E 


F 


G 


H 


I 


MB 2489 


5 


11 


25 


25 


20 


30 


22 


21 


18 


15 


22 


MB 2489 A2 


5 


8 


10 


10 


10 


10 


21 


10 


11 


10 


10 


MB 2498 


30 


13 


33 


33 


26 


24 


21 


31 


26 


21 


30 


MB 24980 

IYXD 


30 


11 


12 


10 


10 


12 


14 


10 


11 


11 


12 


MB 2017 


5 


12 


23 


22 


20 


17 


16 


21 


19 


17 


19 


T 14 


5 


0 


13 


15 


0 


0 


0 


12 


0 


0 


0 


T 27 


30 


0 


20 


20 


0 


0 


01 


18 


13 


0 


14 


T 9 


5 


15 


16 


15 


15 


15 


12 


15 


16 


16 


16 


T 10 


5 


21 


23 


23 


23 


23 


22 


22 


22 


23 


23 


T 19 


30 


18 


17 


17 


17 


15 


18 


15 


17 


17 


15 



Key to the identity and amount of phosphate esters added to disc together with phosphonomycin. 

P — Phosphonomycin disodium salt (amount indicated for the column to the left). 

A — gJucose-6-phosphate 5 ug. 

B — 2'-deoxy-glucose-6-phosphate 5 ug. 

C — ribose-5-phosphate 25 ug. 

D — phosphatidyl ethanolamine 25 ug. 

E — riboflavin-5-phosphate 50 ug. 

F — fructose-6-phosphate 5 ug. 

G — mannose-6-phosphate 5 ug. 

H — 2-amino-2-deoxy-glucose-6-phosphate 25 fig. 



I ^- glucose-l-phosphate 25 ug. . , 

Strain MB 2489 is an Esctierichia colt that 
grows well on ^-glycerophosphate and D- 
glucose-6-phosphate. It exhibits on Nutrient 

5 Broth Agar moderate sensitivity to phosphono- 
mycin that is much enhanced by the whole 
series of hexose-phosphate esters (A, B, F, 
G, I) that have been found capable of in- 
ducing glucose-6-phosphate transport pathway. 

10 Strain MB 2489 A2 was isolated from the 
periphery of the enhanced zone of inhibition 
surrounding a disc bearing phosphonomycin 
(5 /ig) and glucose-6-phosphate (25^g). It 
was found to grow well on ^glycerophosphate, 

15 but to show no stimulation of growth by 
glucose-6-phosphate. Although this strain is as 
sensitive to phosphonomycin alone as is the 



parent MB24S9 (as expected, since its «- 
glycerophosphate transport system is active), 
it fails to be stimulated cn Nutrient Broth 20 
Agar by any of the hexose phosphate in- 
ducers of the glucose-6-phosphate transport 
system. In addition, the failure of ribcse-5- 
phosphate and phosphatidyl ethanolamine to 
synergise suggests that these esters also induce 25 
the glucoses-phosphate transport system. 
However, the activity still exhibited by ribo- 
flavin-5-pbo5phate implies the presence of yet 
a third inducible pathway that mediates en- 
hanced phosphonomycin transport. 

Strain MB 2498 "is a mutant of MB 2489 
that lacks the ^-glycerophosphate pathway (i.e. 
it fails to grow on ^-glycerophosphate but 



30 



11 1,311,956 * 11 

retains the glucose-6-phosphate inducible sys- isolated from the urine of an infected human, 

tern). Although it is much less sensitive on and shows no significant response on Mueller 

Nutrient Broth Agar to phosphonomycin as Hinton Agar to any of the above phosphate 35 

such than MB 2489, k retains the ability to esters. 

5 be stimulated by the phosphate ester inducers. Example 7 

Strain MB 24980 was isolated as a resis- The Effect seen in Various Growth Media of 

tant colony from a plate containing 25 ^g/ Glucose-6-Phosphate on the Size of the Zone 

ml of phosphonomycin and 25 j^g/ml of of Inhibition Surrounding Sensitivity Discs 40 

glucose-6-phosphate. In keeping with the above Containing this Sugar Phosphate in Combina- 

10 results, its sensitivity on Nutrient Broth Agar tion with Phosphonomycin 

to phosphonomycin is enhanced solely by ribo- An overnight culture of Escherichia coli 3 

flavin-5-phosphate. MB 2489, grown in Nutrient Broth was 

Strain MB 2017 is an Eschericlna coli diluted one hundred fold, and an aliquot of 45 

pathogenic for mice. It exhibits broad sensiti- 0.05 ml was swabbed over the surface of a 

15 zation on Nutrient Broth Agar by the entire 2 mm deep agar medium consisting of either 

class of phosphate ester inducers. Nutrient Broth, 1.5% Agar (Difco), Brain 

Strain T 14 is a Klebsiella species isolated Heart Infusion, 1.5% Agar (Difco), Mueller 

from die urine of a patient just about to Hinton Agar (Difco), Trypticase-Soy Agar 50 

receive phosphonomycin therapy; T 27 is a (BBL), or a "human urine-agar." The latter 

20 Klebsiella species isolated from the urine of medium was prepared by centrifuging adult 

a patient who had been on phosphonomycin male urine collected immediately after sleep, 

oral therapy for seven days. Both of the strains membrane filtering the supernatant to achieve 

are resistant on Nutrient Broth Agar to phos- sterility and combining the filtrate with one 55 

pftonomycin by itself, but show moderate sensi- tenth volume of autoclaved 15%> Noble Agar 

25 tivity in the presence of a variety of in- .. (Difco) in water to produce a solid medium, 

ducers of the glucose-6-phosphate pathway. Sensitivity discs, consisting of a 7mm diameter 

Strains T 9 and T 19 are strains of Pseudo- filter paper disc containing either 5 or 30 ug 

monas aeruginosa isolated from the urine of in- of disodium phosphonomycin with and with- 60 

fected humans. They show no significant re- out disodium glueose-6-phosphate, were placed 

30 sponsc on Nutrient Broth Apr to the above on the surface of the seeded agar. Zones of 

phosphate esters. inhibition were measured after 18 hours of in- 

Strain T 10 is a Proteus mirabilis strain cubation at 37°C. 

Diameter of Zone of Inhibition — mm 



5 ug 30 ng 5 ug 30 ug 



Phosphonomycin plus 
Phosphonomycin glucose-6-phosphate 
Medium used alone (25 ug) 



Nutrient Broth 


12 


24 


28 


33 


Mueller Hinton Broth 


0 


14 


20 


26 


Brain Heart Infusion 


0~ - 


12 


16 


20 


Trypticase-Soy Broth 




- - 15. 


» 

18 


. . 24 • 


Human urine 


9 


19 


14 


26 



The activity of phosphonomycin alone is 
clearly antagonized relative to Nutrient Broth 
in the other media employed. This antagonism 
can be attributed to a major extent to high 

70 levels of sodium chloride in Mueller Hinton, 
glucose and phosphate in Brain Heart In- 
fusion and Trypticase-Soy and phosphate ion 
in human urine. These interfering phenomena 
are substantially overcome by the inclusion 

75 of glucose-6-phosphate in the sensitivity disc. 



Example 8 

Effect of Glucose-6-Phosphate on the Sensi- 
tivity of Escherichia Coli Strains to Several 
Phosphonomycin Analogues 
Overnight cultures of Escherichia coli, 80 
strains MB 2489 (possessing both the a-- 
glycerophosphate transport and the glucoses- 
phosphate transport systems) and MB 2498 
(possessing only the glucose-6-phosp'hate path- 
way, and therefore relatively Tesistant to 85 



12 



1,311,956 



12 



phosphonomycin alone) were diluted one hun- 
dred fold and a 0.05-ml portion was swabbed 
over the surface of a 2 mm of Nutrient Broth, 
1.5 % agar (Difco). Sensitivity discs consist- 
ing of a 7-mm-diameter paper disc containing 
distodlium phosphonomycin or one of the in- 



dicated analogues in rhe stated quantities to- 
gether with an additional 5 «g # of disodium 
gIucose-6-phosphate where indicated, were 
placed on the surface of the seeded agar. 
Zones of inhibition were measured after 18 
hours of incubation at 37~C. 



10 



Active substance 





MB 2489 


MB 2498 


Amount 


no 


+ G — 


no 


~i~ G — 


"g 


G— 6— P 


6- P 


G-6— P 


6— P 


5 


14 


28 


0 


30 


2.5 


12 


25 


0 


24 


1.0 


0 


20 


0 


24 


0.3 


0 


18 


0 


15 


500 


20 


38 


9 


42 


50 


0 


32 


0 


36 


5 


0 


13 


0 


16 


500 


16 


35 


8 


38 


50 


0 


26 


0 


29 


5 


0 


10 


0 


12 



Phosphonomycin 



l-methyl-1,2 epoxyethyl 
phosphonic acid, mono 
dicyclohexyl amine salts 



acid, dicyclohexyl 
ammonium salt 



Glucose-6-phosphate is observed to so 
15 potentiate the sensitivity of phosphonomycin- 
sensitive and resistant strains that they now 
respond to weak analogues of phosphonomycin 
to the same degree as to phosphonomycin by 
itself. 

20 Example 9 

Effect of Phosphonomycin and Glucoses- 
Phosphate and Combinations thereof in Treat- 
ment of Infected Mice 
Female C.D.1 mice of average weight, 
25 22.5 g., were infected intraperitoneally with 



16-hour broth cultures appropriately diluted 
in brain heart infusion. For E. colt the chal- 
lenge contained 2.5 x 10 ? cells or 7 LD., ft 
doses ; for Shigella y 2.3 x 10 s cells or 3 LD, ft 
doses. At the time of infection the disodium 30 
salt of phosphonomycin and sodium glucose- 
6-phosphate was administered separately in 
0.25 ml. subcutaneously at a separate site, one 
on each side of the dorsal surface. The re- 
sults of these tests are shown in the following 35 
table: 



ED 50 subcutaneously 



Disodium 

phosphonomycin DSP -f 1.0 mg DSP — 0.1 mg 
(DSP) G— 6— P G— 6-P 

G— 6— P ■ 

Test Organism ug ug % ug % ug % 



EscliericJiia coli 

2017 >4000 155 100 12 8 91 58 

Slngella (118—57) 

3303 >4000 1000 100 82 8 1500 150 



Example 10 
Effect of Phosphonomycin and GluC3Se-6- 
40 Phosphate, and Combinations thereof in the 
Treatment of Infecied Mice 
In further mouse tests carried out as de- 
scribed in Example I except that the antibiotic 



was combined with the sodium glucose-6-phos- 
phate and given in one injection, the follow- 45 
kg results were obtained in mice infected with 
Aerobacter aerogenes and Staphylococcus 
aureus : 



13 



1,311,956 



13 



Disoditun phosphonomycin (DSP) s,c. ED 50 in ug 



Test Organism 



DSP 
Alone 



|ig G— 6~P added to DSP G— 6— P 

ED 50 used 
alone (ug) 



4000 1000 500 



100 



Aerobacter aerogenes 
3148 

Staphylococcus aureus 
Smith 2949 



10,000+ 287 3,< 



96 



22 



50 



7,700 10,000 >4,000 



>4,< 



20 



25 



Example 11 
Effect of Fruaose-6-Phosphaite in Potentiating 
Phosphonomycin in Mice 
The efficacy of fructose-6-phosphate in 
potentiating the control by phosphonomycin of 
experimental bacterial" infections in mice was 
compared with that of glucose-6-phosphate in 



tests following the protocol of Example 10. 
Again the antibiotic was combined with the 
sugar phosphate in a single subcutaneous in- 
jection administered at the time of intra- 
peritoneal inoculation with Escherichia coli, 
MB 2017. 



Potentiator 


Dose (ug) 


ug 

Phosphonomycin 


None 




2000 


Glucose-6-phosphate disodium 


1000 


17 




600 


31 




300 


69 




100 


470 


Fructose-6-phosphate disodium 


1000 


17 


600 


57 




300 


202 




100 


534 



Fructose-6-phosphate is seen to exercise a 
degree of potentiation toward phosphonomycin 
that is comparable with that observed pre- 
viously in the parallel experiment with glucose- 
6-phosphate. This equivalency was expected! 
both from the similar enhancement of inhibi- 
tflon observed in vitro, in Example 5, when 
either of these sugar phosphates were combined 
with phosphonomycin, and from the certainty 
of their interconversion by die ample phospho- 
glucoseisomerase activity present in plasma. 



Glucose-6-phosphate 



Route 



Example 12 
Therapeutic Efficacy of Phosphonomycin 
Administered Orally to Infected Mice Receiv- 
ing Glucose-6-Phosphate by Either the Oral 
or Subcutaneous Route 
The protocol of Example 9 was followed for 
the case of Escherichia coli 2017 except that 
immediately upon infection the disodium salt 
of phosphonomycin was administered orally^ 
while disodium glucose-6-phosphate, where in- 
dicated, was administered tither orally or by 
the subcutaneous route. In no case was protec- 
tion observed when glucose-6-phosphate was 
administered alone at the 4000 ,/*g level, orally 
or subcutaneously, in the absence of phos- 
phonomycin. 

Dose of phosphonomycin (ug) 

administered orally that 
protects 50% of animals (ED eo ) 



10 



30 



35 



40 



1000 
100 



orally 
subcutaneous 



2000 
37 



14 



1,311,956 



14 



Glucose-6-phosphate is an effective poten- 
tiator of therapy for phc-phonomycin adminis- 
tered orally (25 fold sens vtizaticn) when sugar 
phosphate is administered subcutaneously. No 
5 sensitization is observed when the sugar phos- 
phate is administered orally at that level. 

Example 13 
Therapeutic Efficacy of Phciphonomycin Ad- 
ministered Parenterally to Infected Mice 

10 Receiving Glucc:e-6-Ph:>sphate Salts Orally 
The pre to col of Example 9 was followed 
for the case of Escherichia coli 2017 except 
that immediately after infection the disodium 
salt of phosphonomycin was administered sub- 

15 cutaneously, while glucose - 6 - phosphate in 
die indicated form was administered orally by 



gavage in 0.25 mi. of water. In no case was 
protection observed with the glucose - 6 - phos- 
phate salts administered alone, nor did the 
oral administration solely of 2.5 mg. of »- 
octylammonium chloride (without glucose - 6- 
phosphate) decrease the ED- 0 of phosphono- 
mycin coadministered parenterally. The «- 
octyl - ammonium salts of glucose - 6 - phos- 
phate were prepared by converting its disodium 
salt to the free acid by passage through a 
column containing a 20-fold excess of Dowcx- 
50 (H + form), followed by neutralisation of 
portions of the eluate with either 0.7, 1.5, or 
2.0 molar equivalents of the free w-octylamine 
base, and 1.3, 0.5, or 0 molar equivalents of 
NaOH respectively, to give a final pH of 7.5 
in each case. 



20 



25 



30 



Glucose-6-phosphate salt 
(nig) 



Dose of phosphonomycin 
that protects 50% 
of animals (ED 50 ) 
(ug) 



TEST I 



none 



500 



disodium 
salt 



100 
50 
25 
12.5 
6.25 



27 
63 
125 
302 
531 



sodium 0.5 
-r M-octyl- 
ammonium 1.5 



10 
1 



66 
302 



none 



TEST II 



827 



di-«-octyl- 
ammonium 



125 



sodium 0.5 
w-octyl- 
ammonium 1.5 



168 



sodium 1.3 
n-octyl- 
junmonium u\7. 



714 



15 



1,311,956 



15 



Glucose - 6 - phosphate administered orally 
potentiates therapy by phosphonomycin, and is 
rendered more efficient in this effect in pro- 
portion to the fraction of inorganic counterion 
5 replaced by lipophilic amine. 

Example 14 
Potentiation by Coadministered Galactose-6- 
phosphate of Phosphonomycin Therapy in 
Mice Infected with Staphylococci 
10 An examination of the efficacy of galactose- 
6 - phosphate in potentiating the control by 
phosphonomycin of experimental Staphylococ- 
cal infections in mice was justified by the find- 
ing, made in an application to this strain of 



the methodology described in Example 6, that 15 
25 ,t*g of tihis sugar phosphate when added 
to a sensitivity disc bearing 5 jwg of phosphono- 
mycin produced a 21 mm zone of inhibition as 
opposed to a 17 mm zone for the unsupple- 
mented disc, when the discs were placed on a 20 
Nutrient Agar plate seeded with Staplrylococ- 
cus aureus Smith 2949. In the therapy trial 
below, the antibiotic was combined with the 
sugar phosphate in a single subcutaneous in- 
jection administered at the time of intra- 25 
peritoneal injection with 10 c cells per mouse 
(14 LD^'s), with cells grown for 16 hours in 
brain-heart infusion. 



Dose ED 50 

Potentiator (ug) (ug Phosphonomycin) 



none — 212 

disodium glucose-6- 4000 91 
phosphate 

disodium galactose-6- 4000 25 
phosphate 



30 The effectiveness of galactose - 6 - phos- 
phate as a potentiator is explained by the dem- 
onstrated existence in Staphylococcus of an 
inducible galactose - 6 - phosphate transport 
system. Galactose - 6 - phosphate is a meta- 
35 bolite of lactose hydrolysis unique to certain 
Gram-positive organisms, not however gen- 
erated or utilized by E, coli This accounts for 
the failure of galactose - 6 - phosphate to po- 
tentiate phosphonomycin action on E. coli (Ex- 
AO ample 5). 



Example 15 
Effect of Mannose-6-phosphate in Potentiat- 
ing Phosphonomycin in Mice 
The efficacy of mannose - 6 - phosphate in 
potentiating the control by phosphonomycin of 
experimental infections in mice was compared 
with that of glucose - 6 - phosphate, in tests 
Mowing the protocol of Example 10, Again 
the antibiotic was titrated in combination with 
a series of fixed levels of sugar phosphates in a 
single subcutaneous injection administered at 
the time of intraperitoneal inoculation with 
Escherichia coli MB 2017. 



45 



50 



Potentiator 



Dose 
(MS) 



(ug Phosphonomycin) 



none 

disodium glucose-6- 
phosphate 

disodium mannose-6- 
phosphate 

u 





1420 


1000 


18 


1000 


19 


500 


23 


250 


92 


125 


490 



16 



1,311,956 



16 



Mannose - 6 - phosphate exercises a degree 
of potentiation toward phosphonomycin equi- 
valent to that of comparable levels of glu- 
cose - 6 - phosphate, even though its effect 

5 in vitro is only one-tenth that of glucose - 6- 
phosphate. This discrepancy can be attributed 
to the conversion of mannose - 6 - phosphate 
to glucose - 6 ~ phosphate in vivo by sequential 
action of mannose - phosphate - isomerase and 

10 phosphoglucose isomerase, enzymes whose 
activities are demonstrable in plasma and in the 
walls of blood vessels. 



Example 16 
Potentiation by Glucose - 1 - phosphate and 
Ribose - 5 - phosphate of Phosphonomycin 15 
Therapy in Mice 
The efficacy of glucose - 1 - phosphate and 
ribose - 5 - phosphate in potentiating the con- 
trol by phosphonomycin of experimental bac- 
terial infections in mice was compared with 20 
that of glucose - 6 - phosphate in tests follow- 
ing the protocol of Example 10. Again the 
antibiotic was titrated for its curative efficacy 
in combination with the indicated fixed levels 
of sugar phosphate in a single injection admini- 25 
stered at the time of intraperitoneal inoculation 
with E. coli MB 2017. 



Dose ED 50 

Potentiator (ug) (ug Phosphonomycin) 

none - 940 

disodium glucose-6- 1000 5 
phosphate 

dipotassium glucose-1- 1000 9 
phosphate 

disodium ribose-5- 1000 158 
phosphate* 



* This sample was demonstrated by a specific assay with 
glucose-6-phosphate dehydrogenase to be contaminated by 
no more than one part per thousand of glucose-6 phosphate. 



The potentiating ability of 1000 : ».<g of 
30 ribose - 5 - phosphate, while significant, is 
equivalent only to that produced by approxi- 
mately 100 Jig of glucose - 6 - phosphate (see 
Example 11). This degree of relative potency 
was anticipated from the ratio of the weights 
35 of ribose - 5 - phosphate to glucose - 6 - phos- 
phate which produce equivalently enhanced 
zones of inhibition in vitro (Example 5). The 
equivalent potencies of glucose - 1 - phosphate 
and glucose - 6 - phosphate in vivo, despite dif- 
40 ferences m vitro, is most likely attributable to 
rapid conversion of the 1 - phosphate to the 6- 
phosphate by the action of phosphoglucomut- 
ase, known to be present in plasma. 

Example 17 

45 Potentiation by Coadministered Lactose of 
Phosphonomycin Therapy in Mice Infected 
with Streptococci 
On applying the methodology described in 



Example 6 to the Streptococci it was found 
that 250 f.g of lactose added to a sensitivity 50 
disc bearing 30 ug of phosphonomycin pro- 
duced a 27 mm diameter zone of inhibition, as 
compared with a 12 mm zone with an un- 
supplemented disc, when the discs were placed 
on a Nutrient Agar plate seeded with Strepto- 55 
coccus faecalis R. In the therapy trials below, 
14 colony - forming units (7 LD.^'s) of the 
pathogenic Streptococcus pyogenes (1934) 
grown in brain-heart broth supplemented with 
10% horse serum, were inoculated intraperi- 60 
toneally. Simultaneously, 0.5 ml of either a lac- 
tose solution or a saline control were injected 
subcutaneously followed in Trial I by a single 
0.5 ml dose of phosphonomycin orally (by 
gavage), and in Trial II by 4 successive 0.5 65 
ml oral doses of antibiotic at 0, 2, 4, and 6 
hours post infection. 



17 
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Potentiator 



none 
lactose 



Dose 
(mg) 

TRIAL I 



ED B0 

(total phosphonomycin 
administered — ug) 



3,950 
1,530 



none 
lactose 



TRIAL II 



2,100 
800 



Neutral saccharides are thus capable of 
potentiating phosphonomycin action in vivo as 
in vitro. Certain Streptococci, in common with 
5 Stapltylococci, also show inducible meta- 
bolism of lactose to galactose - 6 - phosphate. 

The following experiments, though not part 
of the invention give further background in- 
vention give further background information 
10 concerning transport systems in bacteria. 

Experiment 1 
Efficacy of Phosphonomycin in Protecting 
Mice Infected by Mutant Bacterial Isolates 
Displaying High Levels of the L - a - Gly- 
15 cerophosphate Transport System In the 

Absence of Inducer 
Mutants were isolated from K coli 2017 
using a mutagenesis and mutant detection 
screen described in Biodiimica et Biophysica 
20 Acta, Volume 60, p. 422—424, 1962, and 
these mutants showed high levels of ^gly- 
cerophosphate and glycerol metabolism with- 
out the need for prior growth in the presence 
of these inducers, such as is shown by the 



natural strains. The diameter of the zones of 25 
inhibition around sensitivity discs bearing 5 ug 
of phosphonomycin, placed on Nutrient Agar 
plates seeded with mutants Q, C 2 , and the 
parent strain, were 20, 24, and 12 mm respec- 
tively. Since we have shown (Example I), that 30 
the addition of glycerol to such discs on the 
parent strain increases the zone size to 26 — 
29 mm, we conclude that the mutant strains 
possess levels of the phosphonomycin trans- 
port system (i.e., the L - a •« Glycerophosphate 35 
transport system) comparable to those of in- 
duced wild type strains. Therefore., the res- 
ponse of these mutants to phosphonomycin 
therapy should be predictive of the response of 
induced wild type strains in other situations. 40 
Mutants C t and Q. and the parent strain were 
grown under identical conditions (described 
in Example 9) and were inoculated introperi- 
toneally into mice at the indicated challenge 
levels. Mice were injected subcutaneously with 45 
phosphonomycin immediately following infec- 
tion. 



Bacterial Strain 


No. of Cells 
Inoculated 
(virulence) 


■ 

Gig phosphonomycin) 


E. coli 2017 
(parent strain) 


4.2 x 10 Q 
(10 LD eo 's) 


943 


Mutant C x 


. 4.7 X 10 8 
(30 LD 50 's) 


12 


Mutant C 2 . 


. .1.2 X 10 7 
. (?LD 50 's) : 


- , M 

+ m . m mm mm. 



Thus, even though these mutants possess that the uninduced wild-type strain displays in 
50 full virulence, they are controlled by remark- vivo far less than its full inducible capacity 
ably low levels of phosphonomycin, implying for responding to phosphonomycin. 
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Experiment 2 
Effect of Coadministered Glucose - 6 - Phos- 
phate on the Susceptibility to Phosphono- 
mydn, In Vitro and In Vivo of a Becterial 
5 Variant That Had Acquired Resistance to 
Phosphonomydn During Therapy in Man. 
The strains of Esclierichia colt used below 
represent, in the case of M 13, an isolate from 
the urine of an infected female just prior to 
10 her treatment with phosphonomydn, and in the 



case of M 21, an isolate of the drug-resistant 
organisms present in the urine of this indivi- 
dual after therapy for 7 days with the anti- 
biotic. The in vitro susceptibility tests were 
performed in the manner described in Ex- 
ample 6. The in vivo mouse protection trial 
was carried out as described in Example 9 
following intraperitoneal challenge with the 
indicated number of organisms. 
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IN VITRO SUSCEPTIBILITY TESTS 

Zones of inhibition (mm) surrounding discs 
bearing 30 ug of phosphonomydn alone, 
or in combination with 5 ug of glucose-6- 
phosphate 

Phosphonomydn plus glucose -6- 
alone phosphate 



R coli M 13 



19 



28 



E. coli M 21 



(less than 7 mm) 



20 



CURATIVE EFFICACY OF PHOSPHONOMYCIN IN INFECTED MICE 

(Edge's in mg) 

Phosphonomydn co- 
administered with 
Phosphonomycin 1 mg glucose-6- 
above phosphate, disodium 



E, coli M 13 
3.7 x 10 7 cells 



0.25 



0.035 



= 8 LD 50 's 



E. coli M 21 
1.2 x 10 7 cells 



17.5* 



2.5 



= 10 LD 50 's 



* At the highest drug levd administered to this group, 20 mg 
per mouse, only 3 of the 5 infected animals were protected. 
In the other three groups complete protection was observed 
at no higher than twice the median levd quoted 

Since the resistant strain retained the ability infections of man. When transport is evoked 
to respond to phosphonomydn upon co-addi- _ by the intentional . coadministration of inducers, 
tion of glucose - 6 - phb^hate, *Itlnay * bc "resistance to ^a^hbnomycm" should be pre- 
inferred that the hexose - 6 - phosphate trans- vented or overcome, and the therapeutic eiim- 30 
25 port pathway is not significantly induced by en- ination of such strains should be made pos- 
dogeneous substances in the natural urinary sible. 
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13 11,956 - 



19 



Experiment 3 
Effect of Coadministered Glucose - 6 - Phos- 
phate on the Susceptibility to Phosphonomycin, 
In Vitro and In Vivo, of a Wild-Type, In- 
5 ducible Bacterial Strain and A Non-Inducible 
Mutant Derived Therefrom. 
A mutant designated 2017 A showing no 
additional response in vitro to phosphonomy- 
cin upon addition of glucose - 6 - phosphate 
10 was isolated from its parent, the naturally 



occurring pathogen Escherichia colt 2017 by 
the procedure described in Example 6 for the 
isolation of Strain MB 2489 A2 from its parent 
MB 2489. Mutant 2017 A showed a normal 
ability to metabolise glucose - 6 - phosphate. 15 
Its in vitro susceptibility to phosphonomycin, 
in vivo, relative to the parent strain, was deter- 
mined twice in mouse protection trials des- 
cribed below, by the protocol established in 
Example 9. 20 



IN VITRO SUSCEPTIBILITY TESTS 

Zones of inhibition (mm) surrounding 
discs bearing 30 ug of phosphonomycin 
alone, or in combination with 5 ug of 
glucose-6-phosphate, dosodium. 

Phosphonomycin plus glucose -6- 
alone phosphate 



E. coU 2017 18 27 

E. colt 2017 A 17.5 18 



CURATIVE EFFICACY OF PHOSPHONOMYCIN IN INFECTED MICE 

(ED B0 's in mg) 

Phosphonomycin co- 
administered with 





Phosphonomycin 
alone 


1 mg glucose-6- 
phosphate, disodium 


TRIAL I 






E. coli 2017 






1 x 10 6 cells 


0.230 


0.015 


- 9 LD 50 's 






coli 2017 A 

m - - 




• 


1 x 10 6 cells 


0.166 


0.284 


- 7 LD S0 's 




■ » • » 


TRIAL II 






B. coli 2017 






5 x 10 6 cells 


0.821 


0.021 


= 13 LD 60 *s 






E. coli 2017 A 






9 x 10* cells 


1.420 


1.130 


= 33 LDgo's 
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1,311,956 



20 



The indifference of mutant 2017 A to die 
combination of glucose - 6 - phosphate with 
phosphonomycin in vitro, is reflected per- 
fectly in vivo by the failure of co-administered 

5 glucose - 6 - phosphate to enhance the efficacy 
of phosphonomycin in treatment of mice in- 
fected by this mutant Thus the normal poten- 
tiation by glucose - 6 - phosphate of phos- 
phonomycin's curative effect must be attributed 

10 to its direct action on inducible infecang 
strains of bacteria and not by any host res- 
ponse that might be conjectured (such as en- 
hanced drug absorption or immune response) 
which would have affected the mutant as favcr- 

15 ably as the parent strain. The similar efficacy 
of phosphonomycin alone, against infections 
due to inducible and non-inducible organisms, 
implies that endcgeneous inducers are either 
absent from or at too low a level (in those 

20 areas of die body invaded by microorganisms) 
to evoke the biosynthesis of the hexose - 6 - 
phospiiate transport system. Thus die mani- 
fest potential benefits resulting from induction 
of this system, require explicit administration 

25 of exogcneous inducer by the therapist. 
WHAT WE CLAIM IS : — 

1. A method of potentiating the antibac- 
terial activity of a phosphonomycin antibiotic 
in a non-human animal, that comprises bring- 

30 ing bacteria into contact with an inducer 
selected from phosphatides, sugar phosphates 
and salts tiiereof,. and polyhydric alcohols, 
whereby an existing phosphonomycin trans- 
port pathway in the bacteria is enhanced or a 

35 new pathway is brought into being, and subse- 
quently or simultaneously bringing the bac- 
teria into contact with a phosphonomycin anti- 
biotic. 

2. A method as claimed in claim 1 in which 
40 the inducer is glucose - 6 - phosphate. 

3. A method as claimed in claim 1 in which 
the inducer is mannose - 6 - phosphate. 

4. A method as claimed in claim 1 in which 
the inducer is glucose - 1 - phosphate. 

45 5. A method as claimed in claim 1 in which 
the inducer is ribose - 5 - phosphate. 

6. A method as claimed, in claim 1 in which 
the inducer is galactose - 6 - phosphate. 

7. A method as claimed in claim 1 in which 
50 the inducer is lactose. 



8. A method as claimed in claim 1 in which 
the inducer is glycerol, DL- a - glycerophos- 
phate, glucose - 6 - phosphate disodium or di- 
potassium, fructose - 6 - phosphate disodium, 
mannose - 6 - phosphate disodium, 2 - deoxy- 
glucose - 6 - phosphate disodium, 2 - amino- 
2 - deoxy - glucose - 6 - phosphate disodium, 
ribose - 5 - phosphate disodium, phosphatidyl 
etiianolamine, glucose - l',6' - diphosphate 
tetrapctassium pentahydrate, glucose - 1 -phos- 
phate disodium, 5 - phosphoryl - ribose : 1- 
pyrophosphate dimagnesium dihydrate, ribo- 
flavin - 5 - phosphate disodium, galactose - Di- 
phosphate disodium or a glucose - 6 - phos- 
phate n - octylammonium salt. 

9. A mediod as claimed in any one of claims 
1 — 8 in which the phosphonomycin antibiotic 
is a salt of phosphonomycin. 

10. A method as claimed in any one of 
claims 1 — 9 in which the inducer and the anti- 
biotic are administered parenterally in a single 
composition. 

11. A method as claimed in any one of 
claims 1 — 9 in which the inducer is adminis- 
tered parenterally and the phosphonomycin 
antibiotic orally. 

12. An antibiotic composition comprising a 
phosphonomycin antibiotic as herein defined 
an inducer of a phosphonomycin transport 
system in bacteria, selected from phosphatides, 
sugar phosphates and salts thereof, and poly- 
hydric alcohols, and a pharmaceutical^ accept- 
able carrier, diluent or vehicle. 

13. A composition as claimed in claim 12, in 
the form of tablets, powders, granules, cap- 
sules, suspensions, solutions, elixirs, syrups or 
sterilized solutions or suspensions for paren- 
teral administration. 

14. A composition as claimed in claim 12, 
in topically administrable form. 

15. A mediod as claimed in claim 1, sub- 
stantially as hereinbefore described in any 
one of Examples 1 — 17* 

For the Applicants 
D YOUNG & CO 
Chartered Patent Agents 
9 and 10 Staple Inn 
London WC1V 7RD 



Printed for Her Majesty's Stationery Office by the Courier Press, Leamington Spa, 1973. 
Published by the Patent Office, 25 Southampton Buildings, London, WC2A 1AY, from 

which copies may be obtained. 



